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Abstract

Shrimp farm effluents are one of the principal causes of eutrophication in coastal environments. Integrated processes of biore-
mediation involving the culturing of purifying organisms have been suggested, but very few studies have focused on microalgae.
For that purpose evaluated the growth potential of Amphora sp. in the residual waters of shrimp farm activity fulfilled on the
Paraiba State, Brazil. The experiments were performed using Conway medium as the control and wastewaters from shrimp farm
at 100% concentrations. Amphora sp. demonstrated good growth in the shrimp farm effluents under test conditions, although less
than that observed in the control medium. This diatom was found to removed 73.357 and 72.572% of PO4 and NO;
respectively, demonstrating a high mitigation potential for this type of effluent. Comparisons of the physiological responses
measured by flow cytometry demonstrated higher cell densities of Amphora sp. in the control medium, but a higher lipid content

was observed in Amphora cultured in shrimp farm effluents.
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Introduction

Global production of cultivated shrimps is approximately four
million tons/year, with China producing 42% of that total (1.7
million tons/year), followed by Thailand, Vietnam, Indonesia,
India, and Bangladesh. The main producing countries in Latin
America are Ecuador, Mexico, and Brazil, followed by
Columbia, Honduras, and Nicaragua; together, these countries
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produce approximately 530 thousand tons/year (Valderrama
and Anderson 2011), 13.25% of the world production (Jory
2014). Brazil ranks sixth in world production, with most of its
tonnage (94%) being exported to France, Japan, and Spain
(MPA 2011).

Shrimp cultivation is carried out in many coastal states in
Brazil, especially in the northern and northeastern regions of
the country. The northeastern region is responsible for 94% of
the total national production, concentrated in the states of Rio
Grande do Norte and Bahia but including Ceara, Paraiba,
Pernambuco and Piaui (where these activities are in expan-
sion) (ABCC 2004).

Shrimp cultivation has traditionally been undertaken in es-
tuary zones due to availability of water resources for breeding
ponds, facility of discharging effluents, low land prices, and
appropriate environmental conditions for growth. The sup-
pression of mangrove vegetation and environmental damages
caused by cultivation have, however, generated serious prob-
lems in many parts of the world, including impacts on biodi-
versity caused by habitat loss, as well as collateral effects,
such as soil salinization and socio-environmental conflicts.
These effects, added to the dissemination of diseases among
cultivated shrimp, the reduction of soil fertility in the raising
ponds, the contamination of water resources and sediments,
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the salinization of the groundwater, and the introduction of
exotic species—as well as the removal and migration of tra-
ditional communities have contributed to the deterioration of
their quality of life and access to safe food resources
(Shanahan et al. 2003; Nobrega et al. 2013).

In addition to physically degrading the mangrove area, the
effluents released from shrimp farm ponds after harvesting
contain high concentrations of nutrients and organic materials
in suspension (Hatje et al. 2016), together with many chemical
substances such as antibiotics, antimicrobial agents, and
growth hormones (Anh et al. 2010; Figueiredo et al. 2006)
as well as trace metals and mercury. All of these can have
serious negative effects on downstream ecosystems and
humans; some of these products are even associated with en-
docrine dysfunctions in humans (Primavera 2006). The pres-
ence of excess nutrients in wastewater provokes eutrophica-
tion and can provoke harmful algal blooms (Glibert and
Burford 2017) with often unforeseeable impacts on the envi-
ronment and for public health.

Attempts to minimize environmental impacts resulting
from shrimp farm activities have been an important consider-
ation in productive systems since the 1990s, and controlling
effluent releases and/or attempts to guarantee adequate levels
of environmental security for them have been the focus of
considerable research, including the use of macroalgae and
filtering animals such as oysters for the bioremediation and
treatment of effluent waters (Van Den Hende et al. 2016;
Banerjee et al. 2015; Guimaraes 2008).

Bioremediation through the use of microalgae has been sug-
gested, but not widely adopted, largely because the excessive
growth of microalgae can provoke wide daily variations in dis-
solved oxygen and ammonia levels and pH, so that excessive
increases in the microalgae biomass can become problems in
themselves when not adequately managed (Burford et al. 2003).

Microalgae are widely known, however, in biotechnologi-
cal research due to their capacities to produce high quantities
of biomass in short periods of time, while also producing
innumerous products for food, fine chemicals, and pharma-
ceutical industries. The use of microalgae therefore appears to
present a potential bio-technological and economic alternative
for the bioremediation of shrimp farm effluents. We therefore
examined the effectiveness of using microalgae to mitigate the
environmental impacts caused by shrimp farm effluents
through laboratory experiments cultivating microalgae in such
wastewater.

Materials and methods
Collection and processing of shrimp farm effluents

The present research was undertaken using the bottom water
from a shrimp farm in the indigenous Amerindian village of

Tramataia, situated on the banks of the Mamanguape River
estuary on the northern coast of Paraiba State, Brazil. The
residual water was collected in plastic 60-L tanks on
December 17, 2014, during the post-harvesting phase. The
waters were transported to the Laboratory of Reef
Environments and Biotechnology with Microalgae at the
Federal University of Paraiba (LARBIM/UFPB) where they
were cleared by successive gross filters followed by filtration
(Whatman, GF/C fiber glass & 47 mm), and then autoclaved
(PRISMATEC, model CS). Measurements were made of sa-
linity (using a portable refractometer—KASVI, model K52-
100), pH (laboratory bench pH meter—HANNA
INSTRUMENTS, model HI 2215), turbidity (HANNA
INSTRUMENTS, model HI93703C), electrical conductivity
(laboratory bench conductivity meter—HANNA
INSTRUMENTS, model HI 2300), and analyses of nitrate,
nitrite, and phosphorus were performed (Grasshoff 1976).

Growth potential of the diatom Amphora sp.
in shrimp farm effluents and its effectiveness
in removing dissolved nutrients

These experiments were undertaken in triplicate, cultivating
Amphora sp. in Conway medium (control) and in shrimp farm
effluent water (SFW) at 100% concentration in 6-L flasks main-
tained at 25+ 1 °C, illumination of 150 pwmol.photons m s,
photoperiod of 12 h, with constant aeration at atmospheric
pressure using a Resun AOC2 membrane mini-compressor.
This diatom species was selected as it produces and stores fatty
acids at greater concentrations than found in soybeans (Calixto
et al. 2016).

The initial inocula varied from 5000 to 10,000 cells/mL "
cell growth was accompanied by cell counts in a Fuchs-
Rosenthal chamber and was interrupted upon attaining the
stationary phase. The levels of nitrate, nitrite, and phosphorus
were determined following Grasshoft (1976), and measures of
pH and electrical conductivity in the shrimp farm water were
used to calculate the quantities of nutrients removed
(expressed as percentages).

Growth curves were prepared for the two culture media
using cell concentrations (cells mL™") determined by flow
cytometry analysis.

Measures of cell physiology and lipid metabolism
of Amphora sp. in control medium and shrimp farm
effluents

Physiological measurements were performed using a
FASCcalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). The detectors utilized in the flow cytometry anal-
yses were FL1 (green—530 nm), FL3 (red—670 nm), FSC
(cell size), and SSC (cell complexity); the parameters were
verified using Flowing Software version 2.5. Green
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fluorescence (FL1) was utilized to detect lipidic contents,
while red fluorescence (FL3) was used to identify chlorophyll
in the cells, furnishing data concerning cell concentrations
(cells mL ™). The cells were marked with stock concentrations
(10 mM) of BODIPY 493/503 (Difluoro {2- [1- (3,5-dimeth-
yl-2H-pyrrol-2-ylidene-N) ethyl] -3,5-dimethyl-1 H-
pyrrolato-N} boron-Molecular probes, Invitrogen) (final con-
centration 10 uM) to detect intracellular lipidic contents;
marker incubation was, at most, 30 min (Lelong et al. 2011).

Statistical analyses

The results were analyzed using Statgraphics centurion
17.1.03 software. The normality of the data was tested and
the variations of the analytic parameters were confirmed using
the Levene Test of homoscedasticity. The parameters of lipidic
concentrations, cell concentrations, FL3, FSC, and SSC were
compared using two-way ANOVA test to determine differ-
ences in days of cultivation and culture conditions. A second
statistical test (Student’s ¢ test) was performed to verify the
differences between the treatments at each time. All of the
analyses considered a level of significance p < 0.05. The data
are presented as means + standard errors.

Results and discussion

Physical and chemical characteristics of the shrimp
farm effluents

The bottom waters of the shrimp farm pools had a pH of 7.78,
salinity of 34.8 psu, high turbidity, high concentrations of
solids in suspension, and nitrate concentrations higher than
those of phosphate (Table 1). The turbidity and total solid
values were comparable to those reported by Figueiredo
et al. (2006), although the nitrate and phosphate concentra-
tions reported here were higher.

Table 1 Physical-

chemical parameters Parameters Values

analyzed in the shrimp

farm water Temperature 31.0°C
Salinity 34.8 psu
Electric conductivity 34.8 mS cm!
pH 7.78
Solids in suspension 134.2
Turbidity 288 NTU
Nitrate 1.81 mgL™!
Nitrite 0.003 mg L™
Phosphate 029mgL™!
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Capacity of Amphora sp. for removing nutrients
and its growth parameters in Conway medium

Cell concentrations of Amphora sp. were greater among those
grown in the control medium than in those grown in the
shrimp farm waters (F test=6.63; p=0.0003) (Fig. 1).
Comparing the treatments in relation to incubation time
showed significant differences only on the 7th (F=3.36;
p=0.1166) and 12th (F=4.49; p=0.0669) days of
cultivation.

The determinations of nitrate, nitrite, and phosphate con-
centrations in experiments with shrimp farm bottom waters
demonstrated that after 20 days of cultivation with Amphora
sp. only 26.643% of the original phosphate and 27.428% of
the nitrate remained. These data indicated the removal of
73.357 and 72.572% of the original PO, and NO;, respec-
tively, indicating this microalga as a potential mitigating agent
for this type of effluent (Table 2). The lower reduction rate of
nitrite indicated that this form of nitrogen was less well assim-
ilated than nitrate; the increases in the concentrations of nitrite
between the 5th and 15th day reflected the action of
denitrifying processes during cultivation, probably due to bac-
terial growth (as the cultures were not sterile) (Paniagua-
Michel and Garcia 2003).

Associations of microorganisms can represent efficient
strategies for programs of bio-remediation, principally associ-
ations of bacteria and microalgae for use in treating aquicul-
ture effluents (Paniagua-Michel and Garcia 2003; Toi et al.
2014; Van Den Hende et al. 2014). Dinesh Kumar et al.
(2016) evaluated the efficiency of two microalgae
(Picochlorum maculatum and Amphora sp.), in association
with the crustacean Oithona rigida, for the removal of
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Fig. 1 Cell concentration curves of the diatom Amphora sp. cultivated in
control medium and in shrimp farm effluent during 21 days of cultivation
(asterisks indicate significant differences between the treatments at the

indicated times, at p <0.05). SFW 100%, shrimp farm water at 100%
concentration
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Table 2 Raw values and
percentages of phosphate, nitrate, Days of PO, % NO;- % NO, %
and nitrite removed from shrimp cultivation (mgL™h remaining (mgL™h remaining (mgL™h remaining
farm effluents through the
cultivation of Amphora sp. 1 0.289 1812 0.003
5 0.265 91.695 1512 83.444 0.005 166.667
7 0.131 45.328 0.994 54.856 0.006 200.000
8 0.069 23.875 0.798 44.039 0.007 233333
11 0.085 29.402 0.580 32.009 0.007 233.333
13 0.099 34.256 0.550 30.353 0.005 166.667
15 0.099 34.256 0.511 28.201 0.004 133.333
18 0.131 45.328 0.503 27.759 0.003 100.000
20 0.077 26.643 0.497 27.428 0.002 66.667

nutrients from shrimp cultivation effluents (Litopenaeus
vannamei), and reported maximum nitrate reductions of
86% in cultures associated with Picochlorum maculatum,
and 88 nitrite and 69% phosphate removal in cultures associ-
ated with Amphora sp. demonstrating the possibility of in-
crease the uses of associations of organisms to enhance the
removal rates of pollutant nutrients.

Other biological treatments have likewise demonstrated
positive results in terms of the bioremediation of shrimp farm
effluents. Boopathy (2009) utilized filtering systems com-
posed of activated sludge and attained 100% removal of ni-
trate during 15 days of operation. Marinho-Soriano et al.
(2009) likewise cultivated the microalgae Gracilaria birdiae
in that same type of effluent, and obtained 93.5% reductions
of PO, and 100% removal of NO; ™~ after 4 weeks.

Microalgae are known for their capacity to remove nutri-
ents from various types of effluents (Chinnasamy et al. 2010;
Lim et al. 2010), and they aggregate value by producing bio-
masses that can be used in diverse areas (such as feed for
aquiculture or the production of biofuels such as biodiesel,
bioethanol, and biomethane) (Ansari et al. 2017). Species such
as Nannochloropsis oculata, Tetraselmis chuii, Scenedesmus
obliquus, Chlorella sorokiniana, and Ankistrodesmus falcatus
have demonstrated their efficiency in removing nutrients from
aquiculture effluents, with 86-98% removal of ammonia, 75—
80% removal of nitrate, and 98—-100% removal of phos-
phate—with associated high productivities of lipids, carbohy-
drates, and proteins in their biomasses (comparable to gains
obtained when growing them in synthetic media) (Ansari et al.
2017; Magnotti, et al. 2016). That data corroborates our results
with cultures of Amphora sp. in the present study, with high
efficiency for reducing phosphate, nitrate, and nitrite concen-
trations in shrimp farm effluents, while at the same time pro-
ducing microalgae biomass that contained more fatty acids
than soybeans (and demonstrated viability for producing
biodiesel).

As such, the use of microalgae appears to have a promising
future for the bio-remediation of effluents derived from

shrimp cultivation while at the same time producing bio-
masses rich in organic compounds such as proteins, essential
amino acids, fatty acids, and pigments (Ansari et al. 2017).
Additionally, the time requirements for culturing those
microalgae in effluent waters are similar to those of other
biological effluent treatments, but with lower costs, so that
there should be few apparent impediments to the commercial
adoption of that technique.

Cell physiology of Amphora sp. during cultivation
in shrimp farm effluents

Comparisons of the physiological responses of Amphora sp.
in terms of lipid metabolism (Fig. 2) showed significant dif-
ferences (two-way ANOVA; F'=24.34; p=0.0000) in lipid
synthesis with relation to culture time in shrimp farm effluents
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Fig. 2 Comparisons of the curves of lipidic production by the diatom
Amphora sp. cultivated in control medium and in shrimp farm effluents
at 100% concentrations during 21 days of culture (asterisk indicates
significant differences [p < 0.05] between the treatments at the indicated
times). SFW 100%, shrimp farm effluents water at 100% concentration;
UA, arbitrary units
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and in control culture medium. Comparisons of the treatments
in terms of time showed significant differences only at the
14th day of cultivation (¢ test; F'=20.42; p = 0.0040), demon-
strating that the rates of lipidic synthesis in waters used for
shrimp farm were higher than those seen in control medium.
This finding is extremely relevant, as it creates a real expec-
tation that the otherwise negative environmental impacts of
effluent discharges by shrimp farms could actually aggregate
value in the production chain by generating microalgae bio-
mass that could be used for biodiesel production.

The analyses of the two variables discussed above indicate
that the lesser quantities of Amphora sp. cells cultivated in
shrimp farm effluents (Fig. 1) nonetheless produced compar-
atively more lipids than the larger numbers of cells grown in
the control medium (Fig. 2). This finding is extremely rele-
vant, as this species not only reduces the nitrate and phosphate
concentrations in those effluents but also synthesizes greater
quantities of lipids (that can be utilized to produce products
such as biodiesel) than are produced in synthetic medium.
Additionally, the quantities of nitrate and phosphate in
shrimp farm effluents are considerably lower than those
found in control medium and, according to Chu et al. (2014)
and Liang et al. (2012), deficiencies of nitrogen and phospho-
rus in any growing media will severely affect protein synthe-
sis, resulting in a metabolic flow directed toward greater bio-
synthesis and larger accumulations of lipidic substances
(Courchesne et al. 2009).

The analyses of chlorophyll fluorescence (Fig. 3) demon-
strated higher values in the control medium; the values record-
ed for microalgae growth in shrimp farm effluents were small-
er but also expressive, showing a tendency to increase after the
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Fig. 3 Chlorophyll fluorescence curves (FL3) of the microalgae
Amphora sp. cultivated in control medium and shrimp farm effluents at
100% concentration during 21 days of cultivation. (Asterisks indicate
significant differences [p < 0.05] between the treatments at the indicated
times). SFW, shrimp farm effluents water at 100% concentration; UA,
arbitrary unit
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Fig. 4 Comparisons of cell size (FSC) of the diatom Amphora sp. culti-
vated in control medium and in shrimp farm effluents for 21 days.
(Asterisk indicates significant differences (p <0.05) between the two
treatments at the indicated times). SFW 100%, shrimp farm effluents
water at 100% concentration; UA, arbitrary unit

14th day of cultivation. Ho et al. (2014) noted that the nitrogen
contents of growth media will directly affect photosynthetic
rates. The analyses of variance performed on this parameter
demonstrated that the FL3 values differed statistically at a 5%
level of confidence (F'=5.83; p=0.0005), with the control
medium values being higher.

The analyses of cell sizes (FSC) as measured by flow
cytometry (Fig. 4) indicated significant differences in
Amphora sp. cell dimensions during its growth phase (¢
test; F=6.28; p=0.0003) in the two different culture
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Fig.5 Comparisons of cell complexity (SSC) of the diatom Amphora sp.
cultivated in control medium and in shrimp farm effluents for 21 days.
(Asterisks indicate significant differences (p <0.05) between the two
treatments at the indicated times). SFW, shrimp farm effluents water at
100% concentration; UA, arbitrary unit
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media tested. Comparing the two treatments in relation to
time, significant differences were only apparent on the
12th day of cultivation (¢ test; F=7.72; p=0.0321). The
observed reduction in the cell sizes of Amphora sp. culti-
vated in shrimp farm effluents may be associated with
osmotic pressure, which is directly proportional to the
quantities of solutes in the culture media—although there
is no data available in the literature concerning physiolog-
ical responses related to variations in cell size in similar
experiments.

Variance analysis of cell complexity (SSC) (Fig. 5) in-
dicated much higher values for this parameter among the
microalgae grown in shrimp farm effluents during their
entire growth curve, suggesting that intracellular complex-
ity increased in Amphora sp., making this parameter a po-
tential marker for the physiological status of that species.
The observations indicated statistically significant differ-
ences in cell complexity at a 95% confidence level (F =
6.02; p =0.0004). Comparisons of the two treatments as a
function of time demonstrated significant differences at the
Sth, 12th, 14th, and 21st days of culture (F'=19.26; p =
0.0046; F=17.29; p=0.0356; F=132.30; p=0.0000 and
F=12.54; p=0.0122, respectively). Intracellular complex-
ity can often be correlated with the accumulation of storage
compounds such as starches, neutral lipids, and 3- caro-
tene, as was observed by Fachet et al. (2016) in experi-
ments undertaken with Dunaliela salina. Cell complexity
can therefore be related to the presence of lipidic sub-
stances. Our experiments with shrimp farm effluents thus
indicated greater productions of lipidic substances, with
the cells cultivated in shrimp farm effluents demonstrating
greater internal structural complexity than cells developing
in standard laboratory medium.

Conclusions

This study demonstrated that Amphora sp. has excellent po-
tential for bioremediation, removing more than 70% of nutri-
ents like nitrate, nitrite, and phosphate from shrimp farm ef-
fluent within 21 days under the experimental conditions test-
ed; Amphora sp. also demonstrated high levels of lipidic syn-
thesis through flow cytometer measures—indicating its great
capacity for commercial application for generating biomasses
rich in lipidic substances that could be used for biotechnolog-
ical and/or energy purposes.
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In this work, Muriella

decolor lipids were extracted using pressurized (compressed propane, scCO, and scCO, followed by
scCO,+ethanol) and conventional solvents (hexane, ethanol and chloroform:methanol). Total fatty acid
methyl esters (FAMEs) in the unextracted biomass and solvent extracts were quantified and their pro-

fiable lipids, whereas
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scCO,+EtOH improved extraction yields, reaching values (16.37 wt.% for a total FAME yield of 5.87 wt.%)
higher than those obtained by conventional solvents. However, the selectivity for saponifiable matter
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1. Introduction

The use of microalgae biomass as source of oil for biodiesel
production (fatty acids methyl esters or FAMEs) is an issue of cur-
rent general interest, and several microalgae species emerged as
promising candidates for this purpose [1-4]. Microalgae have a
short life cycle, accumulate large amounts of lipids under suitable
growth conditions and are important vectors for bioremediation.
Also, their biomass can be a source of many other value-added
chemicals such as pigments, antioxidants, carbohydrates, and pro-
teins, with the extracted residue being still useful as a starting
material for animal feed, fertilizers, biobased materials and bioen-
ergy by anaerobic fermentation and cogeneration. However, the
use of microalgae for biodiesel production in large scale is still hin-
dered by several technological and economic obstacles that are yet
to be overcome [1,2].

The production of biodiesel from microalgae oil has been
demonstrated in the literature using conventional routes, which
normally involve the conventional extraction of lipids followed by
its conversion to FAMEs [2,3]. One important criterion for the selec-
tion of suitable microalgae species for this purpose is their actual
productivity in neutral lipids such as triacylglycerides and other
fatty acid derivatives. Hence, the efficiency with which lipids are
extracted from the microalga biomass is an important criterion
for demonstrating the viability of the overall biodiesel production
process. According to Halim et al. [4], despite the routine use of
laboratory-scale extraction protocols to determine lipid contents,
the variables affecting lipid extraction from microalga cells are not
well understood, and no cost-effective method for industrial-scale
operations has been made available so far.

In most microalgae species, lipids are located in the cyto-
plasm organelles, surrounded by a thick cell wall that differs
in composition among existing groups. The Chlorellaceae family
presents a double cell wall, covered by a single or trilaminate outer
layer composed of B-(1—3)-xylans and/or [-(1—4)-mannans,
chitin-like polysaccharides and acetylated glucosaminoglucans [5].
Information on the cell wall composition of the genus Muriella
(Chlorellaceae) is scarce in the literature. However, it is known that
Muriella cells are simple or spherical ellipsoids with thin walls that
thicken during cell maturation [6].

Cell wall damage is normally critical to improve lipid extrac-
tion yields. Previous work has studied the efficiency of liquid
shear methods, including high pressure homogenization, ball beat-
ing, ultrasound, microwave irradiation, laser treatment, magnetic
stirring, and sulfuric acid treatment as laboratory scale methods
for disrupting microalgae cells [7]. Microwave assisted extraction
procedures are potentially more economical than other methods
because they require less treatment time, lower energy con-
sumption and better energy efficiency [8]. Moura et al. [9] used
chloroform:methanol (2:1 v/v) in a microwave oven at 300 W and
80 °C to achieve a 33.6 + 2.6 wt.% lipid extraction yield from wet
Nannochloropsis oculata biomass. Scanning electron microscopy
(SEM) showed extensive cell wall damage evidenced by crack-
ing, fragmentation, and accumulation of large debris in very short
treatment times (e.g., 1 min), while microwave irradiation had no
degrading effect on the microalga fatty acid profile. Also, this same
procedure was applied to slurries of Amphora coffeaeformis, Chaeto-
ceros gracilis, and Isochrysis galbana, resulting in lipid extraction
yields of 16.27 + 1.5, 22.31 £ 2.5, and 19.87 + 2.4 wt.%, respec-
tively.

Pressurized fluids can also be used to increase cell wall porosity
and induce various levels of cell wall rupture [10]. Howlader et al.
[11] used this technique to improve lipid extraction yields from
Rhodotorula glutinis biomass. The application of pressurized CO; at
23.5 °C and 40 bar for 360 min resulted in a 12% increase in yield
and its efficacy in cell disruption was demonstrated by SEM.

Lipids are usually extracted from microbial biomass by contact
with extraction solvents such as hexane, chloroform, ethanol, and
solvent mixtures such as ethanol:hexane, chloroform:methanol,
chloroform:methanol:water and methylene chloride:methanol,
among others [12]. In laboratory scale, such extraction proce-
dures are usually carried out in a Soxhlet apparatus with relatively
high solvent consumption and long extraction times [13]. Hex-
ane extracts neutral lipids selectively, while polar solvents provide
higher extraction yields because complex lipids are also removed,
together with microbial pigments and other compounds.

Different solvents and methods were applied for the extraction
of lipids from dry Chlorella pyrenoidosa biomass [14]. The survey
was carried under different conditions seeking comparative assess-
ment of extraction methods in different solvent systems including
methanol, ethanol, chloroform:methanol, chloroform, and hexane.
The Bligh and Dyer (B&D) method [15] carried out with chloro-
form:methanol (2:1 v/v) extracted the largest amount of polar and
neutral lipids, followed by methanol, chloroform, ethanol, and hex-
ane.

The use of alternative solvents such as N-ethylbutylamine (EBA)
was optimized for both single and multistage extractions of wet
microalgae. Extraction with EBA was comparable to that of the B&D
method, providing high yields of microalgal lipids [16,17]. Green
solvents such as d-limonene, a-pinene and p-cymene [ 18] and ionic
liquids [19] have also been described in the literature for the same
purpose.

Likewise, supercritical CO, (scCO;) and compressed propane
have been applied to extract lipophilic materials from microalga
biomass and oil crops [20,21]. Also, pressurized fluids such as
these can be combined with co-solvents that are able to improve
extraction yields and change their selectivity for different classes
of lipophilic materials [20].

ScCO, was used in the presence of ethanol as co-solvent for
extracting phenolic compounds and carotenoids from Cladophora
glomerata, Ulva flexuosa and Chara fragilis [22]. The use of ethanol
as co-solvent (11% in relation to dry biomass) increased extrac-
tion yields compared to scCO, alone, with the best results being
obtained at 40 °C and 300 bar. Co-solvents have also been used
in studies related to the extraction of microalgae oil for biodiesel
production [23,24].

Conventional solvents and compressed fluids were applied and
compared for the extraction of Nannochloropsis oculata [23] and
Choricystis minor var. minor [24] lipids. Polar conventional solvents
such as ethanol extracted larger amounts of lipophilic materials
while non-polar solvents such as hexane were more selective for
neutral lipids. Compressed propane resulted in better extraction
yields compared to scCO, and, in both situations, extraction rates
and yields were improved by adding ethanol as co-solvent. FAME
yields were investigated in all solvent-extractable materials by
gas chromatography after saponification followed by esterification.
The best result from N. oculata (7.53 wt.%) was obtained using
compressed propane at 200 bar and 80 °C using ethanol as co-
solvent and this yield dropped 45.8% when compressed propane
was replaced by scCO, under otherwise identical extraction condi-
tions [23]. By contrast, the best FAME yield from C. minor var. minor
(16.7 wt.%) was achieved with scCO, plus ethanol at 80 °C and 150
bar [24]. In all cases, the use of compressed fluids had little influ-
ence on the resulting fatty acid profile and the required amount of
solvent was considerably reduced compared to extraction in a con-
ventional Soxhlet apparatus. However, the use of compressed fluids
did not remove the entirety of the microalga fatty acids, demon-
strating that these processes must be optimized to overcome mass
transfer limitations during the extraction procedure.

Muriella decolor is a widespread Chlorophyceae [25] that has
been observed and isolated from several extreme environments
such as ice denuded areas of the Antarctic and caves where it is
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considered as one of the pioneer colonizers of stones, gravel, rocks
and soil [26,5].

Naturally occurring Chlorophyceae microalgae not only con-
tain high levels of lipophilic materials including neutral lipids but
also carotenoid pigments such as lutein. Del Campo et al. [27]
demonstrated that the lutein content increased during the expo-
nential phase of microalgae growth, with the highest value being
found in the early stages of the stationary phase. The highest lutein
level of 29.8 mg L~! was found in a Muriellopsis sp. lutein-rich
strain, whereas 5.0 mg L~! were found in cultures of Muriella
decolor. Violaxanthin and 3-carotene were also present in all tested
strains, although in lower levels compared to those of lutein. Thus,
Muriellopsis sp. was identified as a potential source of lutein, a
commercially available carotenoid with applications in aquaculture
and the prevention of cancer and other diseases related to retinal
degeneration.

In this work, the extraction of lipids from Muriella decolor was
carried out using compressed propane, scCO, and scCO,+ethanol in
apressurized extraction system. The performance of these different
extraction processes was compared to conventional solvent extrac-
tion in a Soxhlet apparatus using hexane and ethanol as well as to
the B&D method using chloroform:methanol (2:1 v/v) with regard
to yields, fatty acid profiles and the potential of the extracted lipids
to produce FAMEs.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Initially, the microalga Muriela decolor (Chlorophyceae) was iso-
lated from the Madeira River (Rondoénia, Brazil) and kept in the
Freshwater Microalgae Collection of the Federal University of Sdo
Carlos (UFSCar, Brazil). Different batches of M. decolor were grown
in the Algal Culture Laboratory of the Federal University of Santa
Catarina (UFSC, Brazil) in 500 L tanks using a dosage of 30% of
the Bold’s Basal Medium (BBM). Cultures were grown under nat-
ural lighting and normal temperature conditions (24—27 °C), with
constant stirring by bubbling with atmospheric air. The biomass
was harvested by centrifugation (6000xg) at the stationary phase
without addition of flocculants. The microalgae slurry was frozen
in blocks at 20 wt.% total solids for transportation under hermetic
conditions. The microalgae blocks were received, thawed, homog-
enized in a Waring blender and oven-dried at 35 °C for 24 h. After
drying, the biomass was ground in a knife mill and the average
particle size was determined according to Gomide [28]. Anhydrous
ethanol (99.5% purity), hexane (95.0% purity) and methanol (99.9%
purity) were purchased from Neon (S3o Paulo, SP, Brazil) while
chloroform was obtained from Dindmica (Sdo Paulo, SP, Brazil),
all of these in analytical grade. Carbon dioxide and propane, both
with a 99.5% purity in the liquid phase, were purchased from White
Martins (Curitiba, PR, Brazil).

All reagents used to convert microalgae lipids to FAMEs [29] (see
below for details) were used as received: heptane (Neon, 99.5%),
ammonium chloride (Vetec, 99.5%), sodium hydroxide (Vetec,
97.0%), and sulfuric acid (Merck, 95.0%). The Supelco 37 Component
FAME Mix (C4-C24) from Sigma-Aldrich was used as the reference
standard for chromatographic analyses.

2.2. Compositional analysis of the microalgae biomass

Moisture and ash contents were determined at 105 and 550
°C until constant mass, respectively [30]. Water-soluble protein
and total carbohydrate content were quantified according to Lowry
et al. [31] and Dubois et al. [32], respectively, whereas total lipid
content was based on the vanillin method proposed by Mishra et al.

[33]. All of these methods were carried out in three replicates, and
results are expressed as the mean value with the corresponding
standard deviation.

2.3. Lipids extraction of the microalga biomass

Soxhlet extraction of lipids from dry biomass was carried out
using ethanol and hexane to evaluate the extraction efficiency
of these different solvents. Extractions were performed in three
independent replicates from which average yields and standard
deviations were calculated. About 5 g of dry microalgae biomass
were transferred to a paper cartridge and placed inside the Soxh-
let extraction chamber using 200 mL of solvent. Extraction was
carried out by 12 h under reflux for approximate 40 consecutive sol-
vent cycles to promote the exhaustive extraction of microbial lipids
[23,24,34]. Then, the extraction solvent was removed in a rotatory
evaporator, the flasks were oven-dried at 60 °C until constant mass,
and the resulting extracted material was weighed to reveal the final
mass yield of the microalgae lipids. For comparison, lipids were also
extracted from the dry biomass using an adaptation of the B&D
method [15], which is based on the use of chloroform:methanol
(2:1, v/v) under ultrasonic irradiation at room temperature.

2.4. Lipid extraction with compressed fluids

The extractions using compressed fluids were performed in a
home-made bench-scale batch extractor (L — 0.22 m, ® of 1.90 x
1072 m, 6.24 x 10~ m? inner volume). Briefly, the extractor con-
sisted of a jacketed steel vessel that was connected to a thermostatic
bath to control the extraction temperature, and to a high-pressure
syringe pump (Teledyne Isco 500 D) that was kept at 10 °C during
the entire extraction procedure [35,36].

The oven-dry microalgae biomass (20.00 + 0.05 g) was placed
in the extractor chamber and conditioned at 80 °C with pressures
of 100 bar for propane and 250 bar for scCO,. These were the best
conditions reported by Lima et al. [24] for the extraction of C.minor
var. minor lipids using the same extraction solvents. Experiments
were performed with a confinement time of 90 min to ensure that
saturation of the solvent was reached, and no sample collection
was performed during the static extraction stages [23,24]. After
the static extraction was completed, the dynamic extraction was
performed using a continuous volumetric gas flow of 2.0 + 0.5 mL
min~! (measured by the syringe pump) during 100 min for propane
and 140 min for scCO,. The extract was recovered by opening the
bottom needle valve and purging the extraction solvent into screw-
cap assay tube, with the extractor maintained at the same pressure
and temperature used during the confinement stage.

After scCO, extraction, the biomass suffered sequential steps of
co-solvent assisted scCO, extractions using ethanol in different co-
solvent to microalgae mass ratios of 0.5:1, 1:1 and 2:1 (dry basis).
In each stage, the scCO, system was depressurized until ambient
conditions, ethanol was added to the biomass inside the extractor
chamber, and the equipment was pressurized again. On the basis
of some preliminary tests, a static extraction time of 40 min was
selected to ensure that saturation of the scCO,+EtOH system was
reached. In sequence, the dynamic extraction was initiated by feed-
ing scCO; ata constant pressure and continuous flow of 1.5 £ 0.5 mL
min~!. This step proceeded until the solvent was completely col-
orless (containing only scCO5 ), which means that no co-solvent or
extract were detected in the system outlet and the yield increase
between two measurements was negligible. After extraction, the
solvent was removed by oven-drying at 60 °C until constant mass,
and the resulting yields were expressed in relation to the oven-dry
microalga biomass.

The use of low flow rates during the dynamic extraction stage
was desirable to reduce the amount of spent solvent. For extrac-
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tions with scCO, alone, the extract obtained from M. decolor was
highly viscous and its recovery through the bottom needle valve
caused momentaneous blockages that had to be avoided to keep the
extraction pressure constant. Hence, 2.0 mL min~! was the mini-
mum flow rate that enabled a good extraction performance through
the bottom needle valve. By contrast, for the scCO,+EtOH extrac-
tion system, the resulting extract was much less viscous because it
was dissolved in ethanol. Thereby, the dynamic extraction flow rate
could be reduced to 1.5 mL min—! without losing pressure control
and causing blockage of the bottom needle valve.

For compressed propane and scCO, extractions, the stan-
dard deviation was calculated from three independent replicates,
whereas sequential extractions using scCO, and scCO,+EtOH were
carried out in duplicates. For the latter experiments, the standard
deviation was estimated as proposed by Juchen et al. [35] using
the yield of 30 measurements (15 duplicates) that were obtained
in different extraction times at the ethanol to biomass ratio of 2:1
according to Eq. (1),

d?
1
2xND

SD = (M
where d; stands for the difference between every two results at the
same time and ND is the number of duplicates.

For each type of pressurized fluid extraction, the expanded
uncertainty was assumed constant thorough all experiments, and
it was calculated by multiplying the standard deviation (SD) by
the inverse of a two-tailed Student’s t-distribution, considering the
confidence level of 95% [35].

2.5. Crude FAME yield from microalgae biomass and extracted
lipids

The crude FAME yield from microalgae biomass and extracted
lipids was determined in duplicate according to Menezes et al.
[24,29]. Heptane was used to recover freshly synthesized FAMEs
from the reaction mixture. After partial evaporation, the concen-
trated heptane extract was transferred to a tared assay tube and
dried at 50 °C in an air-circulating oven until constant mass. Sub-
sequently, the assay tube was cooled in a desiccator and weighed.
Then, crude FAME yields were expressed in relation to the oven-dry
microalga biomass.

Crude FAMES were also obtained by acid transesterification [ 14].
In this procedure 300 mg of extracted lipids and 2.5 mL of methanol
were mixed in a 25 mL round bottom flask with 16 wL of HySO4.
The reaction was performed at 95 °C for 4 h under constant stirring.
After reaction completion, the excess of methanol was removed
under reduced pressure and the reaction medium was washed with
a mixture of hexane:water (1:1 v/v). The hexane fraction was vac-
uum dried over anhydrous MgS0O,4 and the solvent was removed
under reduced pressure to obtain the crude product.

2.6. Analysis of FAMESs by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS)

GC-MS analyses of the crude FAMEs mentioned above were per-
formed on a Shimadzu GC-MS using a VF-5MS capillary column
(30 m x0.25 mm; 0.25 pm) and helium as the carrier gas at a flow
rate of 0.8 mL min~! [24]. Analyses were performed in duplicate
by injecting 1 L in splitless mode. The injector was set at 280 °C,
the transfer line at 280 °C and the ion source at 300 °C. The col-
umn was initially set at 100 °C for 1 min, followed by heating at
10 °C min~! until 200 °C, 2 min at 200 °C and re-heating at 3.5
°C min~! until 260 °C for total analysis time of 37 min. The mass
spectra were collected every 0.5 s in the range of 32-380 m/z. Peak
identification was based of the elution profile of chromatographic

standards (Supelco 37 Component FAME Mix) and by interpreta-
tion of their corresponding mass spectra in relation to the NIST
(National Institute of Standards and Technology) library database.
Quantification of individual FAME components was carried out by
area normalization.

2.7. Total ester contents

Crude FAMEs obtained by saponification followed by esteri-
fication and by acid transesterification were analyzed for their
total ester content using the EN14103 protocol of the EN14214
biodiesel standard [37]. Analyses were carried out in a GC2010Plus
chromatographic system (Shimadzu) that was equipped with an
AOC-20i split/splitless autoinjector, a CP-Wax 58 FFAP CB (Agilent,
50 m x0.20 mm; 0.25 pm) and a flame ionization detector (FID).
Helium as used as the carrier gas at a flow rate of 0.8 mL min~!. The
injection volume was 1 L with a split ratio of 1:10 and analyses
were performed in triplicate. The operating conditions of the chro-
matograph were as follows: injector and detector at 250 °C, and
column with an initial temperature of 60 °C (3 min) followed by
two heating ramps of 25 °C min~! up to 175 °C (0.5 min) and of 4
°C min~! to a final temperature of 230 °C, where it remained until
the end of the run (36 min in total). The compounds were identified
by their retention times and the total ester content was calculated
as follows,

(> Arame — Ass)
Ars

C= *(C’S*V’S)*loo )
m

where YApayg is the total peak area for fatty acid methyl esters

(C14:0to C24:1), Afs is the peak area corresponding to methyl non-

adecanoate (internal standard), Cjs and Vg are the concentration

(in mg mL~!) and volume (in mL) of the methyl nonadecanoate

standard solution, and m is the mass (in mg) of the sample.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of the microalgae biomass

Initially, the compositional analysis of M. decolor biomass
was determined after oven-drying. Homogenization in a Waring
blender after oven-drying at 35 °C for 24 h produced a powdered
biomass whose moisture content was 7.98 + 0.11 wt.%. Ash con-
tent was relatively high at 7.07 + 0.05 wt.% (wet basis) and this
may have been partially due to inefficiency in the washing stage
after production to remove inorganics from the culture medium.
Water-soluble proteins accounted for 20.90 + 0.50 wt.% of the
oven-dry biomass while total carbohydrates corresponded to 12.42
+ 1.76 wt.%. Total lipids were initially quantified at 14.05 + 1.43
wt.% by spectrophotometry using the vanillin method [33] and this
value served as a reference for the extraction procedures described
below. The remaining of the microalga biomass contained water-
insoluble proteins, carotenoid pigments (mostly lutein) [27], and
cell wall polysaccharides such as chitin-like glycosaminoglycans
[5], among other components.

Particle size distribution was determined according to Gomide
[28]. On the basis of this, the biomass was split into two frac-
tions. The first fraction (corresponding to 45 wt.% of total biomass)
presented an average particle size of 1.27 mm and the following
percentages of mass fractions: 3.7% (9 Mesh), 27.2% (10 Mesh),
11.6% (12 Mesh), 7.0% (14 Mesh), 25.6% (20 Mesh), 5.9% (24 Mesh),
6.9% (28 Mesh), 9.8% (32 Mesh) and 2.3% (35 Mesh). The second
fraction (corresponding to 55 wt.% of total biomass) presented an
average particle size of 0.66 mm and its corresponding mass frac-
tions were 5.6% (20 Mesh), 42.0% (24 Mesh), 24.5 % (28 Mesh), 20.3%
(32 Mesh) and 7.6% (35 Mesh).
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Fig. 1. Compressed propane extractions at 80 °C and 100 bar using microalgae with
different average particle sizes (PS). Open symbols refer to average values with an
expanded uncertainty of 0.85%.

3.2. Soxhlet extraction of M. decolor lipids

Extractions in a Soxhlet apparatus were carried out with M.
decolor biomass fraction averaging 1.27 mm in particle size using
hexane and anhydrous ethanol as the extraction solvents. These
solvents were selected to assess the permeability of the cell wall to
different extraction conditions and the extractability of neutral and
complex lipids that are usually found in these matrices. Hexane was
chosen due to its selectivity for neutral lipids while ethanol aimed
at extracting the total microalgae lipids including polar compounds
such as phospholipids and glycolipids, among others [13]. Besides,
M. decolor lipids were extracted using the B&D method [15], and the
resulting extraction performance was compared to those described
above (Table 1). Extraction with anhydrous ethanol gave the high-
est mass yield of 23.78 wt.%, followed by the chloroform:methanol
mixture (B&D, 18.10 wt.%) and hexane (12.71 wt.%). To evaluate
the effect of particle size reduction on extraction yields, particles
with an average size of 0.66 mm were also subjected to a Soxhlet
extraction using ethanol and the results obtained remained within
standard deviation of the method (data not shown).

Studies with N. oculata revealed the same trends when extrac-
tion was performed in a Soxhlet apparatus using the same
extraction solvents [20]. Extraction of the freeze-dried biomass
with anhydrous ethanol gave the highest microalgae oil mass yield
of 19.2 wt.% (dry basis), followed by the chloroform:methanol mix-
ture (18.1 wt.%) and hexane (4.8 wt.%).

3.3. Extraction using compressed fluids

3.3.1. Compressed propane

Experiments with compressed propane were performed with
oven-dry biomass using the two different average particle sizes,
0.66 mm and 1.27 mm, aiming to evaluate their effect on the overall
extraction yields. The corresponding extraction curves are depicted
in Fig. 1, and the calculated expanded uncertainty for these exper-
iments was 0.85 wt.%.

A comparison regarding the effect of average particle size on the
overall extraction curves shows that the extraction yield increased
when the particle size decreased, but both particle sizes presented
overall extraction curves with three well defined phases. The first
20 min of extraction presented constant extraction rate (CER),
which is controlled primarily by convective mass transfer of solubi-
lized oil in the solvent, yielding around 5% and 6% for 1.27 mm and
0.66 mm particles, respectively. After this phase, a falling extraction
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Fig. 2. Overall extraction curves of scCO, extractions using microalgae with differ-
ent average particle sizes (PS), temperatures and pressures. Open symbols refer to
average values with an expanded uncertainty of 0.47%.

rate (FER) step is observed for up to 60 min, with overall extraction
yields around 7% and 9% for 1.27 mm and 0.66 mm particles, respec-
tively. Thus, a diffusion-controlled rate stage (DCR) is observed for
both extraction systems, where diffusional mass transfer mecha-
nisms inside the particles are controlling the process. After 100 min
of extraction the overall extraction yields were 7.56 wt.% and 9.64
wt.%, for 1.27 mm and 0.66 mm particles, respectively.

Although the biomass with smaller average particle diameter
(0.66 mm) presented a higher overall extraction yield, some draw-
backs can be highlighted in using a very fine powder, such as pipes
blockage due to particles that might be dragged along with fluid
stream and an excessive energy consumption for milling the raw
material to fit within this particle diameter. Thus, the use of par-
ticles with average diameters larger than 1 mm could be more
appropriate, and to improve the extraction yields for larger particle
diameters, the 1.27 mm particles (in average) were submitted to a
sequential extraction procedure, in which new static and dynamic
steps were combined. However, after 40 min of dynamic extraction,
the yield increased only 0.30% resulting in an overall extraction
yield of 7.86 wt.% (triangles in Fig. 1). Therefore, for 1.27 mm parti-
cles, most of the oil available for compressed propane was already
extracted in the first step, and in the second step the diffusional
resistance to mass transfer inside the particles impeded further
extraction of microbial lipids.

The overall extraction yield for 0.66 mm particles was compa-
rable to those of Soxhlet extraction using hexane, yet producing
a solvent-free oil, since compressed propane is readily separated
from the extract by the expansion of the solvent at ambient con-
ditions. Also, the results obtained for M. decolor extraction were
similar to those found for the extraction of C.minor var. minor,
where compressed propane yielded 10.8 wt.% after 170 min extrac-
tion at the same experimental conditions [24].

3.3.2. Supercritical CO5 (scCO>)

The extraction of M. decolor samples using scCO, at 80 °C and
250 bar [23] yielded 5.11 wt.% and 4.73 wt.% for particles with an
average diameter of 0.66 mm and 1.27 mm, respectively. The calcu-
lated expanded uncertainty for scCO, experiments was 0.47 wt.%
on the basis of 16 triplicates that were carried out for different
extraction times. Compared to compressed propane (Fig. 1), scCO,
not only resulted in lower extraction yields, but also in much slower
extraction rates using both particle sizes (Fig. 2), revealing that M.
decolor lipids had a lower solubility this latter extraction solvent.
The results obtained in these experiments agreed with those pre-
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Table 1

Crude fatty acid methyl esters (FAMEs) and total ester yields from the oven-dry M. decolor biomass (1.27 mm particle size) and its corresponding conventional solvent

extractable lipids.

Soxhlet extraction

Parameter Insitu Bligh & Dyer
Ethanol Hexane
Lipid yield® (wt.%) - 23.78 + 0.68 12.71 + 0.22 18.10 + 0.16
Crude FAME yield® (wt.%) 12.40 + 0.13 11.32 + 0.32 1045 + 0.17 12.14+0.10
Conversion® (%) - 47.6 82.2 67.0
Total ester content® (wt.%) 22.37 +5.15 61.60 + 0.71 67.02 + 2.61 65.08 + 4.20
Total FAME yield® (wt.%) 2.77 6.97 7.00 7.09
2 Mass yields were expressed in relation to the oven-dry microalga biomass (averages with their corresponding standard deviations).
b Conversion of lipids extracts was carried out by saponification followed by esterification.
¢ Determined as fatty acid methyl esters (FAMEs) using GC-FID according to EN14103.
sented by Lima et al. [24] for C. minor var minor, whose maximum F
yield was 7.3 wt.% after 170 min of extraction. Lorenzen et al. [38] 3 18 | XscCO:
found similar results using scCO, to extract lipids from microalga = L ®R=0.51, I step
. - . o . . BR =0.5:1, 224 step
biomass, reaching an overall yield of 6.4 wt.% after 540 min of & 15 F AR =051, 3¢ step "’
extraction. & [ eR=ILlltstep e
Additionally, the effect of reducing both temperature and pres- E 12 - gp=qi, 2me step °
sure in relation to the reference condition was evaluated by g [ AR=1:1, 3% step
changing these variables one at a time. Reducing the pressure to = 9 I OR=2:1, I*step pre)
150 bar (80 °C for a CO, density of 0.427 g mL~! [39]) yielded less & [ OR=2:1.2%step
than 0.27 wt.% and reducing the temperature to 40 °C (250 bar for a - 6  AR=2:1,3%step z
CO, density of 0.880 g mL~! [39]) resulted in an extraction yield of S I S x
1.79 wt.%. By comparing these values with those obtained at the ref- 2 7 x X "
erence conditions (4.73 wt.% at 80 °C and 250 barfor a CO, density 0 K8
0.686 g mL~! [39]), it is clear that the density of the solvent is not 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270

the driving factor for the extraction rates, as already found by Lima
et al. [24]. Parameters such as viscosity, diffusivity and solubility
seem to have a competitive effect with solvent density in microalga
oil extractions. For vegetable oil extraction, density is reported to
have a direct effect on yield due to the large availability of lipids
in the matrix [35,36]. However, the structure of the microalga may
have made the resistance to mass transfer more important than the
density of the extraction solvent.

Compared to scCO,, the overall extraction yields obtained with
compressed propane were higher probably due to the higher appar-
ent solubility of the microbial lipids in nonpolar solvents. The use of
compressed propane excelled the extraction performance of scCO,
by 47% in the case of 0.66 mm particles (maximum yield of 9.64%
with propane and 5.11% with scCO; ), and by 37% for 1.27 mm parti-
cles (maximum yield of 7.56% with propane and 4.73% with scCO5).
Other authors found similar results when comparing the extrac-
tion of oilseeds using compressed propane and scCO, as solvents
[40-43].

Since the extraction using scCO, presented low extraction effi-
ciency, a semi-batch extraction approach using scCO, plus ethanol
(scCO,+EtOH) was proposed to enhance both extraction yield and
microbial oil recovery. The results are presented and discussed in
the next section.

3.3.3. Sequential scCO,+EtOH extractions

As mentioned before, the addition of a co-solvent may improve
the solubility of microbial lipids, increasing the extraction yields
and modifying its selectivity [14]. To evaluate the effect of adding
ethanol as co-solvent after scCO, extractions, three sequential
extractions using scCO,+EtOH were performed, all at 80 °C and
250 bar. The applied ethanol to biomass ratios were 0.5:1, 1:1 and
2:1 and the resulting overall extraction curves are presented in
Fig. 3. For the sequential scCO,+EtOH experiments, the calculated
expanded uncertainty was 1.48 wt.%.

Fig. 3 shows that the use of sequential extractions increased
the extraction yield in all co-solvent to biomass ratios. Aradjo
et al. [36] found similar results in the extraction of spent coffee
ground using two steps of scCO,+EtOH. For M. decolor extractions,

Time (min)

Fig. 3. Sequential overall extraction curves of scCO, followed by scCO,+EtOH at 80
°C and 250 bar, using different ethanol to biomass ratios (R). Open symbols refer to
average values of experiments performed with an ethanol to biomass ratio of 2:1.
The overall expanded uncertainty for the three sequential extraction steps was 1.48
wt.%.

after one step of scCO, and three steps of scCO,+EtOH at a 2:1
ethanol to biomass ratio, the resulting overall yield was 16.14 wt.%,
which corresponded to 68% of the Soxhlet extraction yield using
ethanol. Also, by reducing the extraction time and the ethanol to
biomassratioto 1:1, similar results were acquired reaching an over-
all extraction yield of 16.37 wt.%. The differences in global yields for
each scCO,+EtOH extraction steps remained within the expanded
uncertainty of the experimental procedure. The yield increase was
around 8% for the first step, 2.5% for the second step, and 1% for
the third step using both ethanol to biomass ratios. The resembling
yield increase for each corresponding extraction step indicated that
mass-transfer resistance inside the particles seemed to be domi-
nant. Thus, at the highest ratio, the excess of ethanol was diluting
the system and delaying the extraction without promoting further
lipid solubilization.

Finally, the lowest ethanol to biomass ratio (0.5:1) led to a total
yield increase close to 8% after three co-solvent assisted steps,
and the global yield was 12.88 wt.%, indicating that the co-solvent
addition was close to saturation. In general, sequential extractions
using scCO, and scCO,+EtOH showed promising results by increas-
ing extraction yields in all conditions studied in this work. Lastly,
among the experimental conditions tested, the best results were
achieved at ethanol to biomass ratio of 1:1 and these extracts were
submitted to further analysis.

3.4. Lipid conversion to esters and total ester content

Fatty acid methyl esters (FAMEs) were prepared by saponifica-
tion and esterification of the oven-dry M. decolor biomass, resulting
in 12.40 wt.% crude FAMEs (heptane fraction) as shown in Table 1.
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Likewise, the B&D method [15] resulted in a solvent extract whose
crude FAME yield was the same as that obtained directly from the
oven-dry microalgae biomass.

Soxhlet extraction with ethanol provided the highest yields of
microalgae oil but only 47.6% of this fraction could be converted to
crude FAMEs (Table 2). Therefore, the ethanol extract contained a
great deal of unsaponifiable matter. By contrast, the hexane extract
resulted in the highest conversion of microbial lipids to crude FAME
(82.2 wt.% in Table 1). This was due to the higher selectivity of
hexane for neutral lipids as already demonstrated in other studies
using other microalgae species [23,24,35]. However, hexane led to
a crude FAME yield (10.45 wt.% in Table 1) lower than that of the
other extraction solvent (11.32 + 0.32 wt.% for ethanol). Hence, in
both cases, Soxhlet extractionresulted in slightly lower crude FAME
yields compared to the in situ and to the B&D methods.

The crude FAMEs derived from different extraction proce-
dures was subsequently analysed for their total ester content [37]
(Table 1). The crude FAMEs from hexane Soxhlet extracts had a total
ester content of 67.0%, which was similar to the values obtained
with ethanol (61.6%) and using the B&D extraction procedure
(65.08%). Therefore, nearly one third of the crude FAMEs obtained
by saponification followed by esterification (heptane extract) were
composed of non-saponifyable materials, probably carotenoid pig-
ments such as lutein [27]. The crude FAMEs derived from the in situ
saponification followed by esterification contained a much lower
total ester content and this might have been attributed to prob-
able interference of the matrix on the extractability of FAMEs by
heptane.

Table 2 shows the total ester contents of crude FAMEs that
were obtained by extraction with compressed propane, scCO, and
ethanol as co-solvent. In this case, conversion to crude FAMEs was
performed by two different methods to confirm the accuracy of the
experimental data (saponification followed by esterification and
acid transesterification).

Compressed propane and scCO; resulted in crude FAME extracts
with total ester contents higher than those of Soxhlet extraction
using ethanol or hexane (Tables 1 and 2, respectively). These values
were higher when crude FAMEs were produced by saponification
and esterification (92.8% and 99.8%, respectively), compared to
acid transesterification (87.5% and 91.8%, respectively) as shown
in Table 2. Compressed propane resulted in the highest total FAME
yield of 4.73 or 4.50%, while scCO, gave FAME yields around 19%
lower, regardless the method used for conversion. However, when
scCO, was followed by extractions in the presence of ethanol as
co-solvent (scCO,+EtOH), the total FAME yield at the end of this
four-stage extraction procedure was 5.87% in relation to the oven-
dry mass of the microalga biomass. In addition, it is worth noticing
that the total ester content of scCO, crude FAMEs were the highest
among all extraction procedures. Therefore, although compressed
propane resulted in higher crude FAME and total FAME yields
(Table 2), extraction with scCO, could be advantageous because the
extracted material was richer in FAMEs, facilitating its downstream
processing for FAME contents closer to the 96.5% required by the
EN14214 biodiesel standard. In addition, one single scCO,+EtOH
extraction procedure after scCO, could raise the overall FAME yield
t0 4.76% (3.62% plus 1.14% in Table 2), whose value was in the same
range of those obtained from compressed propane. Although two
extra scCO,+EtOH extraction steps could enhance these yields even
further, the total ester content of these fractions was lower, mean-
ing that by scCO,+EtOH additional steps, other lipophilic materials
were extracted from the oven-dry M. decolor biomass.

3.5. Fatty acid profile of microalga and lipid extracts

The fatty acid profile of the unextracted oven-dry M. decolor
biomass was determined by GC-MS of its corresponding methyl
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Fig. 4. Presence of saturated (SFA), monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated
(PUFA) fatty acids in oven-dry M. decolor biomass (in situ) and in its corresponding
lipophilic materials obtained by Soxhlet extraction using ethanol and hexane, chlo-
roform:methanol (2:1, vol/vol) in the ultrasound-assisted Bligh and Dyer method
(B&D), and compressed fluids (propane and supercritical CO;).

ester derivatives (FAMEs). The predominant fatty acids in these
microbial lipids were oleic acid (41.73%), palmitic acid (29.30%),
and linoleic acid (11.88%), respectively (Table 3). Saturated (SFA),
monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) fatty acids
corresponded to 31.64%,48.01% and 20.28% in average, respectively
(Fig. 4).

The fatty acid profiles observed in Table 3 are in agreement
with those already published in the literature. According to Del Rio
et al. [44], M. decolor contained oleic (42.3%), palmitic (25.1%), and
linoleic (5.9%) acids predominantly when cultivated in a continu-
ous culture under nitrate limitation. However, the sum of oleic and
palmitic acids dropped from 67% to 30% of the total fatty acid con-
tent when the microalga was cultivated in the presence of a readily
available nitrogen source.

The fatty acid profiles of lipid extracts obtained in Soxhlet using
ethanol and hexane as the extraction solvents are also shown in
Table 3. These results indicate that, although critical to achieving
high extraction yields, the polarity of the extraction solvent did not
cause any significant change in the fatty acid profile of the result-
ing material, whose content in SFA, MUFA and PUFA was similar to
that of the unextracted microalga biomass. Hence, the fatty acid
profile of M. decolor was not significantly affected by the prop-
erties of the solvents used for extraction. The main variation was
observed with the concentration of palmitic acid (C16:0) in hexane
extracts, which corresponded to 23.61% while ethanol and chloro-
form:methanol (2:1, vol/vol) in the B&D method contained 29.45%
and 29.38%, respectively. Oleic acid (C18:1) was the main fatty acid
component of all extracts, corresponding to 42.13% and 40.43% for
ethanol and hexane, respectively. MUFAs predominated in both
Soxhlet extractable materials (46.31% for ethanol and 46.52% hex-
ane), while SFAs corresponded to 34.82% and 30.13% of their total
fatty acid content, respectively. Also, hexane seemed to extract
more PUFAs than ethanol (23.15% and 18.87% in Fig. 4) under the
applied experimental conditions.

Table 3 and Fig. 4 reveal a great similarity between the fatty
acid profiles of both compressed propane and scCO, M. decolor
extracted lipids. However, while the MUFA contents were very sim-
ilar, SFAs and PUFAs seemed to follow a different trend compared
to both Soxhlet extracts. The main variations observed in these
measurements were related to the presence of hexadecatetraenoic
acid (C16:4) and palmitic acid (C16:0). C16:4 accounted for 8.41%
and 9.32% of the fatty acid profiles of compressed propane and
scCO, extracted lipids, respectively, whereas both Soxhlet extracts
contained a range of 3.88-5.11% of this PUFA (Table 3). By con-
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Table 2

Crude fatty acid methyl esters (FAMEs) and total ester yields from lipids extracted from M. decolor biomass (1.27 mm particle size) using compressed propane, scCO, and

scCO,+EtOH after scCO,.

scCO,+EtOH (1:1) after scCO,

Extraction method Compressed propane, scCO»
1st stage 2nd stage 3rd stage
Conditions 80°C /100 bar 80°C /250 bar 80°C /100 bar
Lipid yield® (wt.%) 7.86 4.73 8.28 2.31 1.05
Expanded 0.85 0.47 1.48°
uncertainty
(wt.%)
Process Saponification and  Acid Saponification and  Acid Acid
esterification transesterification esterification transesterification transesterification
Crude FAME yield® 7.29 6.87 4.72 4.34 1.25 1.40 0.78
(wt.%)
Conversion (%) 92.8 87.5 99.8 91.8 15.16 60.96 73.86
Total ester content® 65.0 & 0.63 65.70 + 3.11 81.71 £ 1.96 83.60 + 1.13 90.30 £ 2.25 56.97 + 0.50 40.28 + 1.55
(wt.%)
Total FAME yield® 4.73 4.50 3.86 3.62 1.14 0.80 0.31
(wt.%)

2 Mass yield of lipids was expressed in relation to the oven-dry biomass.

b For scCO,+EtOH (1:1) after scCO,, the expanded uncertainty applies to the three extraction stages altogether.
¢ Determined as fatty acid methyl esters (FAMEs) using GC/FID according EN14103 (averages with their corresponding standard deviations).

Table 3

Normalized fatty acid profile of oven-dry M. decolor biomass and its corresponding lipophilic materials obtained by Soxhlet extraction using ethanol and hexane, chloro-
form:methanol (2:1, vol/vol) in the ultrasound-assisted Bligh and Dyer method (B&D), and compressed fluids (propane and supercritical CO;).

Area (%) by GC-MS

Fatty acid?® Cn:m®

In situ Ethanol in Soxhlet Hexane in Soxhlet ~ Bligh and Dyer = Compressed propane scCO,
Tetradecanoic (myristic) C14:0 nd nd nd nd 0.33 £0.01 0.31 £0.07
4,7,10-Hexadecatrienoic C16:3 044 +0.31 0.68 + 0.20 1.06 £ 0.13 1.02 + 0.08 1.81 £0.06 1.9+0.15
4,7,10,13-Hexadecatetranoic C16:4 451 £0.09 3.88 +£0.07 5.11+0.88 517 £0.34 8.414+0.31 9.324+0.13
7,10-Hexadecadienoic C16:2  1.71£0.01 1.38 £ 0.04 1.57 £0.22 1.64 £ 0.11 2.3540.06 2.68 +£0.03
7-Hexadecenoic C16:1 427 +£0.12 3.37+£0.03 3.91+0.37 4.07 £0.26 441+0.14 526 +£0.04
9-Hexadecenoic (palmitoleic) C16:1 0.92 + 0.07 0.65 4+ 0.03 0.79 +£ 0.05 0.88 +0.07 0.95 4+ 0.03 1.02 £0.01
6-Hexadecenoic C16:1 1.16 £ 0.06 1.06 £0.12 1.39 £ 0.03 1.29 £ 0.08 2.45 4+ 0.07 2.56 +0.07
Hexadecanoic (palmitic) C16:0 29.30+0.28  29.41+0.75 23.61 £0.58 29.38 +£2.80 15.76 + 0.46 16.12 £ 0.39
9,12,15-Octadecatrienoic (linolenic) C18:3 nd nd nd nd 0.56 +0.01 0.61 £ 0.01
6,9,12,15-Octadecatetraenoic C18:4  1.45+0.04 1.70 £0.11 2.11 £ 0.06 2.09 +£0.20 2.72 £ 0.10 2.92 4+ 0.04
9,12-Octadecadienoic (linoleic) C18:2 11.88+0.15 11.23 £0.27 13.5 £ 0.56 13.09 +0.36 15.54 £ 0.45 15.65 £ 0.34
9-Octadecenoic (oleic) C18:1 41.73+1.44 41234+0.26 40.43 +0.31 36.72 £ 1.54 37.83+1.83 37.52+1.63
Octadecanoic (stearic) C18:0  1.58 £0.05 1.59 £ 0.09 1.77 £0.18 1.73 £ 0.08 0.81 4+ 0.08 0.77 £ 0.06
Tetracosanoic (lignoceric) C24:0 043 +042 1.52+0.25 1.57 £0.12 1.5+0.72 0.87 +£0.09 0.52 +£0.04
15-Tetracosenoic (nervonic) C24:1 nd nd nd nd 1.54 £ 0.07 0.94 +£0.11
Hexacosanoic (cerotic) C26:0 0.62+0.74 2314043 3.18 £ 0.17 1.41 £0.16 3.67 £ 0.25 1.93 £0.16

2 Determined as fatty acid methyl esters (FAME) by GC-MS.

b Number of carbons in the fatty acid alkyl chain (n) in relation to the number of double bonds (m).

trast, extracts derived from compressed fluids contained 16.12%
of C16:0 while Soxhlet ethanol extracts contained nearly twice as
much of this SFA. Therefore, compressed fluids were more selec-
tive for extracting PUFAs compared to the performance of ethanol
or hexane in a Soxhlet apparatus (Fig. 4).

In general, unsaturated fatty acids corresponded to roughly 70%
and saturated fatty acids to the remaining 30% of the fatty acid
profile of M. decolor extractable lipids, indicating that the biodiesel
production from this microalga would have satisfactory cold flow
properties [45]. Hence, according to this fatty acid profile, M. decolor
could be a good feedstock for biodiesel production. However, high
percentages of unsaturated fatty acids, obtained particularly by
extraction with compressed fluids, may lead to relatively poor
oxidation stabilities and, should this be the case, an appropriate
antioxidant additive must be used to adjust this fuel property to
acceptable levels [29,45-47].

4. Conclusion

Extraction of lipophilic materials from M. decolor was evaluated
using compressed propane, scCO, and sequential steps of scCO,
followed by scCO,+EtOH, and yields were compared to extrac-

tion in a Soxhlet apparatus using ethanol and hexane, as well as
to the B&D method using chloroform:methanol (2:1, v/v). Among
conventional solvents, ethanol was preferred because, apart from
being environmentally friendly, it produced high extraction yields
(23.78 wt.% of oven-dry biomass) with FAME contents of 61.6%.
For extractions with compressed fluids using biomass with the
same average particle size, sequential extractions using scCO,
and scCO,+EtOH resulted in the highest total FAME yields, fol-
lowed by compressed propane and scCO, alone. Also, compared
to Soxhlet, the use of ethanol as cosolvent in a sequential scCO,
extraction system resulted in lower organic solvent requirements
and higher total FAME yields, producing promising microalga
extracts with higher total ester contents for biofuel applica-
tions.
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RESUMO

O cultivo de microalgas em consércios tem sido adotado para aplicacGes no tratamento
de efluentes bem como na producéo de biomassa e bioativos. Fornece uma protegdo em
relacdo a invasdo de outros microrganismos e apresenta uma elevada produtividade de
biomassa com composicao diversificada. O objetivo deste trabalho foi avaliar o cultivo
em consorcio de microalgas selecionadas do banco de cultura do Laboratério de
Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB) em meios de
cultivo utilizando efluentes proveniente de biodigestor de dejetos de suinos e aves. Foram
avaliados consércio com cinco (C5) e com dez (C10) cepas cultivadas em meio com:
biofertilizante de aves (BA), biofertilizante de suinos (BS) e biofertilizante de
aves+suinos (BSA) em trés diluicdes (1%, 2% e 4%), tendo como controle o cultivo em
meio sintético WC. Os experimentos foram conduzidos em triplicata sob condic¢Ges
laboratoriais controladas. O BA 4% foi selecionado como o melhor meio para o
desenvolvimento dos consorcios. O C5 demonstrou ser mais eficiente na remogéo da
amonia (91,6%) e fosforo (39,45%), embora o C10 tenha apresentado maior rendimento
da cultura. Os consorcios apresentaram elevados teores de proteina destacando a
influéncia do meio sobre os cultivos. Para carboidratos, os valores méximos obtidos
foram para os C5. Os perfis de 4cidos graxos apresentaram elevados teores de acido a-
linolénico. Os acidos graxos poliinsaturados foram dominantes nos consércios em meios
alternativos, ressaltando a viabilidade de adotar a estratégia de consorcios atuantes na
remocao de nutrientes em efluentes aliada a producéo de biomassa de baixo custo.

Palavras-chave: Efluente de Ave, Efluente de Suino, Proteina, Lipidios, Acidos Graxos,
Biofertilizante.
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ABSTRACT

The cultivation of microalgae in consortia has been adopted for applications in the
treatment of effluents as well as the production of biomass and bioactives. It provides
protection against the invasion of other microorganisms and presents a high biomass
productivity with a diverse composition. The objective of this work was to evaluate the
consortium cultivation of microalgae selected from the culture bank of the Laboratory of
Reef Environments and Biotechnology with Microalgae (LARBIM/UFPB) in cultivation
media using effluents from a swine and chicken waste biodigester. A consortium with
five (C5) and ten (C10) strains cultivated in medium with: chicken biofertilizer (BA),
swine biofertilizer (BS) and chicken+swine biofertilizer (BSA) in three dilutions (1%, 2
% and 4%), with cultivation in synthetic WC medium as control. Experiments were
conducted in triplicate under controlled laboratory conditions. BA 4% was selected as the
best means for developing consortia. C5 proved to be more efficient in removing
ammonia (91.6%) and phosphorus (39.45%), although C10 showed higher crop vyield.
The consortia presented high protein levels, highlighting the influence of the environment
on the crops. For carbohydrates, the maximum values obtained were for C5. The fatty
acid profiles showed high levels of a-linolenic acid. Polyunsaturated fatty acids were
dominant in consortia in alternative media, highlighting the feasibility of adopting the
strategy of consortia active in the removal of nutrients in effluents combined with the
production of low-cost biomass.

Keywords: Chicken Effluent, Pig Effluent, Protein, Lipids, Fatty Acids, Biofertilizer.

RESUMEN

El cultivo de microalgas en consorcios se ha adoptado para aplicaciones en el tratamiento
de efluentes asi como en la produccion de biomasa y bioactivos. Proporciona proteccién
contra la invasion de otros microorganismos y presenta una alta productividad de biomasa
con una composicién diversa. El objetivo de este trabajo fue evaluar el cultivo en
consorcio de microalgas seleccionadas del banco de cultivo del Laboratorio de Ambientes
Arrecifales y Biotecnologia con Microalgas (LARBIM/UFPB) en medios de cultivo
utilizando efluentes de un biodigestor de desechos porcinos y avicolas. Un consorcio con
cinco (C5) y diez (C10) cepas cultivadas en medio con: biofertilizante avicola (BA),
biofertilizante porcino (BS) y biofertilizante avicola+porcino (BSA) en tres diluciones
(1%, 2% y 4%) , con cultivo en medio sintético WC como control. Los experimentos se
realizaron por triplicado en condiciones controladas de laboratorio. BA 4% fue
seleccionado como el mejor medio para desarrollar consorcios. EI C5 demostro ser mas
eficiente en la eliminacion de amoniaco (91,6%) y fosforo (39,45%), aunque el C10
mostré un mayor rendimiento del cultivo. Los consorcios presentaron altos niveles de
proteina, destacando la influencia del medio ambiente en los cultivos. Para los
carbohidratos los valores maximos obtenidos fueron para C5. Los perfiles de acidos
grasos mostraron niveles elevados de 4cido a-linolénico. Los acidos grasos
poliinsaturados predominaron en los consorcios en medios alternativos, lo que pone de
relieve la viabilidad de adoptar la estrategia de consorcios activos en la eliminacién de
nutrientes de los efluentes combinados con la produccién de biomasa de bajo coste.

Page 3

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.7, p. 01-25. 2024.




R E VI S TA

OBSERVATORIO
DE LA ECONOMIA
LATINOAMERICANA

Palabras clave: Efluente Avicola, Efluente Porcino, Proteinas, Lipidos, Acidos Grasos,
Biofertilizante.

1 INTRODUCAO

Grande quantidade de aguas residuais sdo produzidas, principalmente devido a
atividades antrdpicas, como praticas agricolas, urbanizacéo e industrializacdo. O descarte
de aguas residuais sem tratamento adequado pode representar sérios problemas de
polui¢do. Um dos grandes problemas associados ao langamento continuo de efluentes em
corpos hidricos € o chamado fendmeno da eutrofizagdo, o enriquecimento dos recursos
hidricos em nutrientes, principalmente nitrogénio e fosforo. Este fendmeno é responsavel
pelo desenvolvimento de proliferacdo de algas, disseminacdo de plantas aquaticas,
esgotamento de oxigénio e perda de espécies, resultando na degradacdo completa dos
ecossistemas de agua doce. Deste modo é necessario métodos de tratamento eficazes,
capazes de reduzir as concentracfes de nitrogénio e fosforo nas aguas residuais antes de
serem descarregadas em corpos naturais (Gongalves et al., 2017).

As microalgas sdo conhecidas por sua alta taxa fotossintética e produtividade de
biomassa, sua capacidade de reduzir emissdes de gases de efeito estufa e seu potencial na
producdo de uma ampla gama de compostos de interesse, como lipidios, carboidratos,
proteinas, bem como compostos de valor agregado como pigmentos (beta-caroteno,
astaxantina, luteina), acidos graxos poliinsaturados (PUFASs), entre outros. O cultivo de
microalgas em aguas residuais representa uma abordagem particularmente atrativa, pois
combina o tratamento de &guas residuais com a producdo de biomassa (Javed et al., 2019),
contribuindo assim para a mitigacdo dos impactos ambientais (Assis et al., 2023; Perreira
et al., 2024).

Elevados volumes efluentes gerados no setor agropecuario com cargas de
nitrogénio, fosfato, carbono organico e substancias tdxicas exigem etapas de tratamento
antes do descarte na natureza (Nagarajan et al., 2019; Qu et al., 2021; Renuka et al., 2021,
Avila et al., 2022). As microalgas sdo uma opc¢do de tratamento bioldgico de aguas
residuarias (Soares; Martins; Gongalves, 2019) que ao promover a incorpora¢do da agua
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tratada em sistemas de reuso ainda séo capazes de produzir uma biomassa composta por
quantidades significativas de proteinas, carboidratos, lipidios e &cidos graxos que podem
ser destinadas a aplicacdo em setores energéticos, condicionamento do solo ou até mesmo
de alimentac&o animal (Franchino et al., 2016; Alvarez-Diaz et al., 2017; Ganeshkumar
et al., 2018; Renuka et al., 2018; Nayak; Swain; Sen, 2019; Hussain et al., 2021; Ray;
Nayak; Ghosh, 2022). As microalgas requerem grandes quantidades de nitrogénio e
fosforo para seu crescimento, o que significa que esses microrganismos podem
efetivamente absorver nitrogénio e fosforo das aguas residuais.

Os consorcios de microalgas pode ser uma alternativa ao tratamento de efluentes
(Shahid et al., 2020), uma vez que sdo constituidos por mais de um organismo presente
no meio, que por meio de relacBes simbioticas sdo apontadas com maior resisténcia a
ataques de outros microrganismos e a presenca de constituintes toxicos em relagdo as
monoculturas (Choudhary; Prajapati; Malik, 2016; Das et al., 2022).

Portanto, 0 objetivo deste trabalho foi realizar o cultivo em consércio de
microalgas em meios utilizando efluentes proveniente de biodigestor de dejetos de suinos
e aves, avaliando o potencial de remocdo de nutrientes e o perfil de compostos da
biomassa produzida.

2 METODOLOGIA

2.1 CONSORCIOS DE MICROALGAS

Dois tipos de consércio foram avaliados com cepas mantidas no banco de cultura
de microalgas do Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas
(LARBIM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Sendo um, abrangendo dez
cepas (C10): Monoraphidium litorale (D175 WC), Chlamydomonas sp. (D162 WC),
Ankistrodesmus densus (D148 WC), Scenedesmus quadricauda (D447 WC), Pediastrum
tetras (D137 WC), Neochlorispseudo estigmata (D33R), Scenedesmus communis (D150
WC), Coelastrum microporum (D111 R), Scenedesmus quadricauda (D142 WC) e
Pandorina cf morum (D194 WC); e outro abrangendo cinco cepas (C5): Monoraphidium
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litorale (D175 WC), Ankistrodesmus densus (D148 WC), Scenedesmus quadricauda
(D447 WC), Pediastrum tetras (D137 WC) e Scenedesmus quadricauda (D142 WC). As
cepas utilizadas foram isoladas de distintos ambientes dulcicolos da regido Nordeste do
Brasil. Para a selecédo, buscou-se utilizar microalgas que ainda ndo foram caracterizadas
quanto a composig¢do bioquimica: Os consorcios foram cultivados em meio sintético WC
(Guillard; Lorenzen, 1972) e nos meios alternativos: (1) biofertilizante proveniente de
biodigestor com dejetos de aves (BA), (2) biofertilizante proveniente de biodigestor com
dejetos de suinos (BS) e (3) biofertilizante proveniente de biodigestor com mix de dejetos
de suinos e aves (BSA), cada um em trés diluicbes (1%, 2% e 4%).

2.2 MEIOS DE CULTIVO

Os biofertilizantes utilizados na pesquisa como composicdo do meio de cultivo
alternativo dos dois consércios, foram obtidos a partir do processo de biodigestdo de
dejetos de aves, suinos e a mistura (suinos e aves) em biodigestor localizado na area
externa do LARBIM/UFPB.

Os biofertilizantes produzidos passaram pelo processo de filtracdo para remocao
de solidos e particulados presentes, em seguida foram esterilizados em autoclave (121°C
por 30 minutos) e por fim acondicionados em frasco estéril e ambiente refrigerado. A
caracterizagdo dos parametros fisicos e quimicos dos biofertilizantes estudados tais como
condutividade elétrica, sélidos totais e turbidez, cloretos, dureza, nitrito, nitrato, amonia,
fosforo total e pH foi realizada Laboratorio de Referéncia em dessalinizagdo (LABDES
— UFCG/CCT/DEQ).

2.3 CONDICOES DE CULTIVO

Os consorcios foram avaliados em trés condic¢Bes dos biofertilizantes estudados
(BA, BS, BSA): 1%, 2%, 4% com o acréscimo de uma solucdo de NPK 10% (m/V)
usando 1mL/L. Os experimentos foram conduzidos em frascos erlenmeyer de 250 mL,
contendo 200 mL de meio e 2 mL de indculo.
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Os consorcios foram cultivados em balGes de 6L contendo 5L do meio alternativo
que apresentou os melhores indices de crescimento e rendimento da biomassa na etapa
anterior e 50 mL de indculo. Também foram cultivados no meio sintético WC (Guillard;
Lorenzen, 1972).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata sob condicdes laboratoriais
controladas 25 + 1 °C, iluminacdo fornecida por lampadas fluorescentes tipo luz-do-dia
(150 pmol.fétons/cm?) sob fotoperiodo de 12 h, com aeracio (0,12 L/h). O
desenvolvimento da cultura foi acompanhado fluorescéncia in vivo (Fluorémetro Turner-
Design 10005R) no intervalo de 48 horas por um periodo de 15 dias, em seguida 0s
experimentos foram interrompidos.

As biomassas produzidas foram entdo concentradas por centrifugacdo a 18°C
(centrifuga Nova técnica NT 825), congeladas em ultrafreezer a -30°C e liofilizadas
(liofilizador Terroni). Os resultados da producdo de biomassa foram expressos em peso

seco, calculado por analise gravimétrica.
2.4 PRODUCAO DA BIOMASSA

O peso seco da biomassa (g/L) foi estimado pelo método gravimétrico utilizando
filtros Whatman, GF/C de fibra de vidro de 47 mm. A concentragdo da biomassa (B, g/L)
foi usada para calcular a produtividade (P, g/L d), (At) o intervalo de tempo em dias pela

equacdo 1 (Moreira et al., 2016).

__ Bt—By

v (1)
2.5 COMPOSICAO BIOQUIMICA DA BIOMASSA DE MICROALGAS

Proteinas hidrossoltveis foram quantificadas segundo a metodologia de Lowry et
al. (1951) adaptado por Derner et al. (2006); os carboidratos foram quantificados de
acordo com a metodologia de Kochert (1978), adaptado por Derner et al. (2006) e 0s
lipidios foram determinados seguindo a metodologia de Bligh e Dyer (1959).

Page 7

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v.22, n.7, p. 01-25. 2024.



REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA

OBSERVATORIO ISSN: 1696-8352
DE LA ECONOMIA

LATINOAMERICANA

2.6 PERFIL DE ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRAXOS — FAMEs

O rendimento e a analise do perfil de ésteres metilicos de acidos graxos foram
preparados por transesterificagdo direta das biomassas de microalgas, adaptada para
microescala (Menezes et al., 2013). Os ésteres metilicos obtidos no processo foram
identificados usando um cromatégrafo de gas (ThermoScientific - CG / FID - FOCUS)
equipado com um ionizador de chama detector (FID) e coluna capilar Supelco SP2560
(100 m % 0,25 mm x 0,2 um), usando nitrogénio como gas de arraste (0,072 L/h). As
temperaturas do injetor e do detector eram 230°C e 270°C, respectivamente. A
temperatura da coluna foi programada como 40°C por 3 min, depois, a 180°C por 5 min
com uma rampa de temperatura de 10°C por min, entdo, para, 220°C por 3 min com uma
rampa de temperatura de 10°C min alcangando uma temperatura final de 240°C mantida
por 25 min com uma temperatura rampa de 20°C por min. O volume da amostra injetada
foi de 1 pL, com um Split propor¢do de 10:1. Os picos foram integrados e comparados

usando Supelco ™ 37 padrdes de componentes FAME MIX.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em triplicata e tiveram seus resultados
expressos com o valor médio e desvio padrdo (DP) correspondente. Os dados das
variaveis estudadas foram analisados quanto a normalidade e homocedasticidade através
do teste de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Quando as variancias ndo
demonstraram normalidade, os dados foram transformados na base 10. Os resultados
paramétricos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida por mdltiplas
comparac@es usando 0 HSD Teste de Tukey (p <0,05). Todos os tratamentos estatisticos
foram feitos no software Statistica 7.0, com nivel de significancia de 5%, seguindo as
recomendac0es de Zar (2010).

A metodologia de um artigo delineia os procedimentos empregados para conduzir
a pesquisa, incluindo o tipo de estudo, a selecdo da amostra, os métodos de coleta e anélise
de dados, consideracfes éticas e limitacdes do estudo. Sua descricdo detalhada e
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transparente é essencial para garantir a replicabilidade e a confiabilidade dos resultados,

além de proporcionar uma base solida para a interpretacao e a generaliza¢éo dos achados.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS BIOFERTILIZANTES BA, BS e
BSA

Os biofertilizantes foram caracterizados em seu estado bruto, ou seja, sem as di-
luicBes, os dados estdo apresentados na Tabela 1. Os efluentes BA e BSA apresentaram
teores significativos de fosforo total (2068,4 e 1484,2 mg/L, respectivamente) enquanto
BS demonstrou pobre em relacdo a este nutriente. A fonte de nitrogénio é fundamental
para o crescimento das espécies e producao da biomassa convertida em biomoléculas de
valor agregado (Chiu et al., 2015; Razzak et al., 2013). Para este estudo, a amonia de-
monstrou como a principal fonte de nitrogénio nos efluente de origem animal engquanto
nitrato e nitrito tiveram indices baixos.

Turbidez e sélidos totais dissolvidos (STD) também sdo parametros de interesse
para o crescimento das especies. Os efluentes utilizados na pesquisa apresentaram altos
valores para esses parametros. Elevados teores de turbidez implicam numa baixa
incidéncia luminosa na cultura afetando a fotossintese (Kim et al., 2016) enquanto a
presenca de STD sugerem a disponibilidade de macro e micronutrientes que séo utilizados
para o desenvolvimento do cultivo (Calixto, 2016), entretanto elevados indices de STD
sdo considerados um fator limitante para o crescimento sendo necessario etapas pré-
tratamento do efluente para diminuicdo destes parametros (Chuka-Ogwude; Ogbonna;
Moheimani, 2020). Como os valores de turbidez e STD estavam elevados foi feita a op¢ao
de usar os efluentes de forma diluida no preparo dos meios de cultivo para 0s consorcios
de microalgas.
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Tabela 1- Parametros fisico-quimicos do biofertilizantes de aves (BA), biofertilizante de suinos (BS) e
biofertilizante de Suinos+Aves (BSA)

Parametros Biofertilizante ~ Biofertilizante  Biofertilizante de Su-
de Aves (BA) Suinos (BS) inos+Aves (BSA)
Nitrato (N-NOs’), mg/L 48,33 23,64 116,42
Nitrito (N-NOy), mg/L 2,205 1,088 3,939
Aménia (NH."), mg/L 1958,54 1165,12 1871,34
Fésforo Total mg/L 2068,4 365,8 1484,2
Dureza em Calcio (Ca**), mg/L 24,00 60 33,0
Dureza em Magnésio Mg**), mg/L 28,8 57,6 20,4
Cloreto (CI), mg/L 514,8 262,7 266,3
Condutividade elétrica pmho/cm a 25 23120,0 9870,0 14190,0
°C
Sélidos Totais Dissolvidos a 180 °C 62149 3014,7 10219,1
(STD), mg/L
Turbidez (NTU) >1000 >1000 >1000
pH 6,8 75 7.3

Fonte: Dados da pesquisa.

3.2 PARAMETROS DE CRESCIMENTO DOS CONSORCIOS EM CONCENTRA-
COES DISTINTAS NOS BIOFERTILIZANTES BA, BS E BSA

Com a finalidade de avaliar o meio mais adequado para 0s consorcios estudados,
foram realizadas medidas de fluorescéncia e rendimento da biomassa microalgal. Os
cultivos tiveram duracdo aproximada de 15 dias e apresentaram respostas diferentes para
cada tipo de efluente em suas respectivas concentragfes (Figura 1). O melhor desempenho
foi para os consorcios cultivados nas concentracdes de 4% de meio alternativo,

destacando-se o consércio em biofertilizante de aves (BA).
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Figura 1 — Curvas de crescimento dos consdrcios de microalgas cultivados nos diferentes meios
alternativos.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A) Consoércio de 10 cepas; B) Consorcio de 5 cepas. Onde: CBA= Consorcio em
biofertilizante de aves, CBS= Consorcio em biofertilizante de suinos e CBSA= Consorcio

em biofertlizante de aves e suinos, nas suas respectivas concentracdes.
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Em termos de rendimento, ambos consdrcios apresentarem variagdes nos
diferentes meios e concentracGes avaliadas. Para os dois consoércios (C5 e C10), houve a
preferéncia das espécies pelos meios com maior concentracdo de biofertilizantes (4%)
(Figura 2), entretanto 0 meio que apresentou 0s maiores rendimentos da biomassa foi o
de biofertilizante de aves (CBA), cuja principal fonte de nitrogénio (NH4") e fosforo total

estava em maior abundancia em relacdo aos demais meios alternativos (Tabela 1).

Figura 2 — Rendimentos dos consércios cultivados nos diferentes meios alternativos
800

700 %

600

[&] c1o
cs

500
400

300

RENDIMENTO (mg/L)

200

100

e e

[-.

e ——

R AR oy

e ey

CBA 1%
CBA 2%
CBA 4%
CBS 1%
CBS 2%
CBSA 1%
CBSA 2%
CBSA 4%

CONTROLE

CBA= Consorcio em biofertilizante de aves, CBS= Consércio em biofertilizante de suinos e CBSA=
Consorcio em biofertlizante de aves e suinos, nas suas respectivas concentragdes. (C10= Consorcio de
dez cepas; C5= Consdrcio de cinco cepas)

Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com Gongalves et al., (2017) os principais nutrientes necessarios para
0 crescimento das microalgas sdo o carbono, o nitrogénio e o fosforo. Embora as
microalgas tenham sido aplicadas com sucesso na remocgao de nutrientes de diferentes
aguas residuais, é dificil manter uma monocultura de microalgas nestes processos. Assim
0 uso de consorcios de microalgas em relagdo a culturas de uma Unica espécie pode ser
vantajoso. Processos complexos de degradacéo, que seriam dificeis de realizar utilizando
monoculturas, podem beneficiar da utilizacdo de consorcios de microalgas.
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Ap0s a selecdo do meio alternativo (BA 4%), os consoércios foram cultivados em
escala ampliada no periodo de 13 dias para a obtencdo e caracterizacdo das biomassas. A
Figura 3 mostra as curvas de crescimento para 0s dois consécios avaliados.

Embora tenha apresentado inicialmente o crescimento superior, o C10 foi
ultrapassado pelo C5, que se manteve em crescimento. Tal comportamento pode ser
atribuido a presenca de mais espécies de microalgas no primeiro consércio que implica
na competitividade pelos nutrientes disponiveis e inibicdo do crescimento (Luo; Le-
Clech; Henderson, 2020).

Figura 3 — Curva de crescimento dos consorcios cultivados em meio alternativo BA 4%
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Fonte: Dados da pesquisa.

As monoculturas de microalgas, embora sejam principalmente preferidas para
diversas biofabricacGes, contribuem para custos de producdo mais elevados e sdo mais
intensivas em mao-de-obra e mais propensas a serem contaminadas. Naturalmente, quase
todos os microrganismos existem na forma de consorcios mistos, partilhando multiplas
relacOes entre si; simbidtico, comensalismo, mutualismo, competicdo, etc (Ray, Nayak,
Ghosh, 2022). Provavelmente no cultivo C5 as rela¢fes sdo de maior interagdo que no
cultivo C10.

A Tabela 2 apresenta os resultados de rendimento e produtividade dos consorcios
em meio sintético e no meio com BA4%. Os consorcios apresentaram diferencas
significativas (F= 6192; df = 3; p<0,05). Foram observados elevados indices de

produtividade e rendimento das biomassas avaliadas. Os resultados obtidos por Calixto

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA, Curitiba, v

REVISTA OBSERVATORIO DE LA ECONOMIA LATINOAMERICANA

ISSN: 1696-8352

Page 13

.22, n.7, p. 01-25. 2024.



R E VI S TA

OBSERVATORIO
DE LA ECONOMIA
LATINOAMERICANA

et al., (2016) para cultivos individuais de microalgas em meio de biocomposto de aves
foram inferiores aos dos consoércios cultivados em biofertilizante de aves da presente
pesquisa (CBA 4%).

Tabela 2 — Rendimento e produtividade dos consdrcios em meio sintético e alternativo

Consércios estudados Rendimento (mg/L) Produtividade (mg/Ldia)
CS5 640,1%+1,15 42,7%+0,07
C5 541°+1,00 36,1°+0,07
CS10 532,7%+1,55 31,51%+0,07
C10 599,3°+1,55 39,56°+0,07

CS5 = Consorcio de 5 cepas em meio sintético; C5= Consdrcio de 5 cepas em biofertilizante de aves 4%;
CS10 = Consoércio de 10 cepas em meio sintético; C10= Consércio de 10 cepas em biofertilizante de aves
4%. Valores expressos com o valor médio e desvio padrao. Valores marcados com letras iguais na mesma
coluna néo diferem estatisticamente (ANOVA e Teste de Tukey, p < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.

Para o C5, os rendimentos no meio sintético se sobressairam em relacdo ao meio
alternativo, em contrapartida, o C10 apresentou melhores rendimentos em meio
alternativo. Em seu estudo Stockenreiter et al., (2016) buscou avaliar o efeito dos
consorcios de trés, cinco e sete espécies em aguas residuais municipais e relatou que a
producdo média de biomassa total, medida como peso seco no dia final do experimento
87,7+24,7,132,5 £ 21,5 e 156,6 £ 8,4 mg/L, para comunidades mistas de trés, cinco e
sete espécies, respectivamente. Para o presente estudo, ficou evidenciado que as relacdes
de consumo variam das espécies e composi¢do quimica do meio.

Ambos 0s consorcios apresentam resultados promissores para a producdo de
biomassa no meio adotado. O estudo voltado para as relagdes simbidticas das espécies
que sejam tolerantes a diferentes meios pode viabilizar a producdo de biomassa util ao
mesmo tempo que é conduzida uma finalidade ao efluente gerado em diferentes processos
(Gongalves; Pires; Simdes, 2016; Medeiros et al., 2020).

A Tabela 3 apresenta o potencial de remogéo de nutrientes do BA4%. O cultivo
C5 apresentou maior eficiéncia na remocdo de amonia, nitrito e fosforo, exceto para o
NOs™ que teve o dobro de remocéo para o C10 (57,7%). A amonia, foi 0 nutriente mais
consumido pelos consoércios tendo uma taxa de remocdo de 91,6% e 63,7% para C5 e
C10, respectivamente.
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Tabela 3 — Remocdo do efluente BA 4% pelos dois tipos de consércios

BA 4% * CE5 CE10

Nitrato (N-NO3’), mg/L 0,26 0,19 0,11
Nitrito (N-NO2"), mg/L 0,013 0,010 0,012
Amonia (NH4"), mg/L 37,43 3,13 13,56
Fésforo Total mg/L 98,6 59,7 88,1

BA 4% * = Biofertilizante de aves na concentracéo inicial antes dos cultivos em consércios; C5 =
Consorcio de 5 cepas em biofertilizante de aves 4%; C10 = Consdrcio de 10 cepas em biofertilizante de
aves 4%.

Fonte: Dados da pesquisa.

O fosforo foi o segundo constituinte mais consumido pelo C5 (39,45%). Os
resultados demonstram que o consdrcio com 5 espécies foi mais eficiente no consumo
dos nutrientes presentes no meio e consequentemente uma maior taxa de crescimento em
relacdo ao consoércio de 10 cepas (Figura 3). A presenca de mais espécies sugere uma
maior competitividade no meio o que pode acarretar na inibicdo do crescimento da cultura
(Ray; Nayak; Ghosh, 2022).

Além disso a amdnia presente no meio também pode ter sido um fator
determinante para o desenvolvimento das espécies em ambos o0s consércios, uma vez que
este nutriente pode ser toxico em algumas concentracdes (Chuka-Ogwude; Ogbonna;
Borowitzka, 2020; Lee et al., 2021).

3.3 COMPOSICAO BIOQUIMICA DA BIOMASSA DE MICROALGAS

De acordo com Perreira et al., (2024), a obtencdo de biomassa de microalgas
requer o desenvolvimento de estratégias especificas para superar alguns desafios no
cultivo em aguas residuais. Altas concentracbes de nutrientes, poluentes toxicos
emergentes, patdgenos e corantes organicos, presentes em aguas residuais podem limitar
a atividade fotossintética e as microalgas crescimento. As fontes de carbono e nitrogénio
disponibilizadas no meio de cultura também podem impactar as caracteristicas
fisiologicas e bioquimicas, como as composic¢des de proteinas, carboidratos, clorofila e
acidos graxos das microalgas. Além desses fatores, as cepas de microalgas e as condi¢oes
de cultivo, como disponibilidade de luz, temperatura e pH, também podem afetar a

producédo de biomassa e o acimulo de biocompostos.
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A biomassa dos consorcios em meio alternativo apresentou valores elevados para
proteinas (27,79 — 58,23 g/100g), seguido por carboidratos (9,48 — 16,35 g/100g). Os
valores de carboidrato e proteina apresentaram diferencas significativas (p<0,05),

enquanto os lipidios dos consorcios ndo diferiram estatisticamente (p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 - Composicdo bioquimica dos consorcios cultivados em meio sintético (CS5, CS10) e em meio
alternativo BA4% (C5, C10).

Composicdo (g/100g)
Cepas estudadas Carboidrato Proteina Lipidio
CS5 12,73+ 0,86 31,37°+3,88 8,04%+1,41
C5 16,35°+ 1,57 58,23*% 1,98 7,84°+ 0,30
CS10 9,48°+1,58  27,79°+1,72  6,47%+1,60
C10 11,53°+1,48  41,08°+3,13  6,27°+1,09

Valores expressos com o valor médio e desvio padrdo. Valores marcados com letras iguais na mesma
coluna nao diferem estatisticamente (ANOVA e Teste de Tukey, p < 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.

Em termos de conteudo de proteinas (F=55,91024; df = 3; p=0,001434), C5 foi o
consércio com maiores valores, aproximadamente duas vezes maior que CS10, os
consorcios cultivados em meios alternativos apresentaram maiores teores de proteina que
os cultivos em meio sintético. Portanto, fica evidente que para este componente, a
influéncia do meio sobre os consdércios foi predominante e independente dos nimeros de
espécies disponiveis, sendo melhor o cultivo no meio composto de BA 4%. Choudhary;
Prajapati e Malik, (2016) ao avaliarem o desenvolvimento de nove consorcios em aguas
residuais rurais obtiveram elevados percentuais de proteinas (54%), seguido de lipidios
(32%) e carboidratos (10%) para o consocio Chlorella, Phormidium em esterco de gado.

O contetdo de carboidratos (F=14,20873; df=3; p<0,01) foi majoritario no C5
enquanto CS5, C10 e CS10 ndo diferiram estatisticamente. Os resultados para contetdo
lipidico (F= 1,6466; df=3; p=0,254416) da biomassa ndo demonstraram diferenca
significativa para os consorcios sugerindo que para este componente 0 meio alternativo e
consarcios nao tiveram influéncia na sua composicao.

Amonia (NH4") foi adotada como principal fonte de nitrogénio do meio
alternativo selecionado para os dois consorcios da pesquisa. As respostas de maiores

indices de remocao deste nutriente para C5 corroboram com o fato de que para este tipo
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de consorcio os teores de proteinas e carboidratos terem sidos maiores que para o C10
(Calixto et al., 2016; Ferreira et al., 2018; Medeiros et al., 2020).

Os resultados apresentados revelam a necessidade de mais estudos voltados para
0 entendimento das rela¢fes simbidticas das espécies nos meios e a implementacéo de
critérios de selecdo de espécies que garantam robustez no contetido da biomassa obtida
(Razzak et al., 2013; Aketo et al., 2020).

3.4 COMPOSICAO DOS ACIDOS GRAXOS DOS CULTIVOS

O contetudo dos ésteres metilicos varia para cada espécie, porém a literatura
reporta que estas sdo predominantemente compostas por acido palmitico (C16:0), acido
palmitoléico (C16:1), acido estearico (C18:0), &cido oleico (C18:1), &cido linoléico
(C18:2) e &cido linolénico (C18:3) (Araujo, 2018). Foi determinado o perfil de &cidos
graxos nas amostras dos consorcios da pesquisa (Tabela 5).

O acido a-linolénico (C18:3 n3) é um &cido essencial que ndo é sintetizado por
humanos e, portanto, consumido através de outras fontes como frutas, vegetais e
alimentos de origem animal que comp&em a dieta alimentar do individuo. Este acido foi
0 que apresentou 0s maiores indices para ambos 0s consércios em meio alternativo, sendo
mais que o dobro para C5 e C10 em relagdo ao meio sintético, respectivamente. Este
resultado pode sugerir a aplicacdo dessa biomassa como conteldo dietético para
enriquecimento de ragdo animal.

Para o acido oleico (C18:1 n9 c), os consorcios nos meios sintéticos foram
aproximadamente o dobro dos consércios no biofertilizante de aves. Cheng et al., (2020)
ao realizarem o cultivo de monoculturas e consorcios de Tribonema sp. e Chlorella
zofingiensis em efluente de suinos diluida em &gua residual de peixes de agua doce
relataram para o &cido oleico valores proximos para as condigbes avaliadas (6,47 —
7,33%). Afirmando a influéncia que o meio possui sobre a composi¢do dos &cidos graxos
na biomassa (Medeiros et al., 2020).
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Tabela 5- Perfil de ésteres metilicos dos consorcios em meio sintético e meio alternativo

Esteres metilicos de acidos graxos (%) CS5 CE5 CS10 CE10
Acido laurico (C12:0) N.D 2,30 N.D 2,12

Acido miristico (C14:0) 2,26 3,02 2,68 2,97

Acido pentadecilico (C15:0) 1,44 1,84 1,59 1,8
Acido palmitico (C16:0) 12,37 9,62 16,42 12,07
Acido margarico (C17:0) 4,80 N.D 5,31 N.D
Acido esteérico (C18:0) 5,20 4,70 6,29 4,65

Acido araquidico (C20:0) N.D N.D 4,33 N.D
Acidos graxos saturados (SFA) 26,07 21,48 36,62 23,61
Acido palmitoleico (C16:1) N.D N.D N.D 3,24
Acido oleico (C18:1 n9 c) 32,93 13,98 30,42 15,36
Acidos grax(?\jllr]}(:)z))lnsaturados 32.93 13.98 3042 186
Acido linoleico (C18:2 n6 c) 14,93 12,97 12,9 14,11
Acido a-linolénico (C18:3 n3) 23,39 51,58 20,06 41,1
Acido y-linolénico (C18:3 né) 2,68 N.D N.D 2,59
Acidos graxos poli-insaturados (PUFA) 41 64,55 32,96 57,8

N.D= Néo Detectado.
Fonte: Dados da pesquisa.

O acido a-linolénico (C18:3 n3) é um &cido essencial que ndo é sintetizado por
humanos e, portanto, consumido através de outras fontes como frutas, vegetais e
alimentos de origem animal que comp&em a dieta alimentar do individuo. Este acido foi
0 que apresentou os maiores indices para ambos os consdrcios em meio alternativo, sendo
mais que o dobro para C5 e C10 em relagcdo ao meio sintético, respectivamente. Este
resultado pode sugerir a aplicacdo dessa biomassa como conteldo dietético para
enriquecimento de ragdo animal.

Para o &cido oleico (C18:1 n9 c), os consércios nos meios sintéticos foram
aproximadamente o dobro dos consércios no biofertilizante de aves. Cheng et al., (2020)
ao realizarem o cultivo de monoculturas e consorcios de Tribonema sp. e Chlorella
zofingiensis em efluente de suinos diluida em agua residual de peixes de agua doce
relataram para o acido oleico valores proximos para as condi¢cdes avaliadas (6,47 —
7,33%). Afirmando a influéncia que o meio possui sobre a composi¢do dos acidos graxos
na biomassa (Medeiros et al., 2020).
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As variagOes para &cido palmitico e linoleico para os dois consorcios no meio
sintético e meio alternativo foram minimas, o que sugere a viabilidade de cultivo dos
consorcios no meio alternativo. Ao realizar o cultivo de monoculturas em diferentes
meios alternativos, Calixto et al., (2016) relataram elevados percentuais para acido
palmitico nas biomassas. Essas divergéncias sdo comuns e geralmente se associam ao
desempenho das espécies nos meios.

Sharma et al., (2020) cultivaram dois consorcios com espécies diferentes e
indicaram que os perfis de acidos graxos foram melhores quando cultivados em &guas
residuarias destacando a potencialidade da biomassa obtida em ser aplicada na producgéo
de biodiesel. A predominancia dos &cidos graxos poliinsaturados nos consércios em
meios alternativos demonstra que essas combinacbes de microalgas sdo capazes de
produzir uma biomassa de potencial aplicacdo, como por exemplo, o enriquecimento de

racdo animal e a minimizagdo dos custos do processo com o aproveitamento do efluente.

4 CONCLUSAO

Os cultivos realizados demonstraram a capacidade dos consércios de atuarem em
diferentes tipos de biofertilizantes, destacando que os maiores rendimentos foram obtidos
nas maiores concentracfes de meio alternativo (4%). O biofertilizante adotado como ideal
foi 0 BA 4% visto que propiciou um bom crescimento e rendimento de ambos os
consarcios. Foi observado o potencial de remo¢do dos componentes presentes nos meios
pelos dois consorcios, sendo o C5 mais eficiente no consumo dos nutrientes destacando
o0 elevado consumo de amonia pelo consorcio.

Elevados teores de proteinas foram identificados para ambos 0s consorcios
cultivados em meio alternativo comparados ao meio sintético. O C5 teve maiores
percentuais de carboidrato sendo superiores ao C10, CS5 e CS10.

Os consorcios em meio alternativo apresentaram elevados teores de acidos graxos
poliinsaturados confirmando a viabilidade de utilizar esse mecanismo como potencial
fonte de obtencéo de compostos aliado ao baixo custo para producdo comercial.
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Ressalta-se que sejam feitos mais estudos para a descoberta de espécies resistentes
aos meios com elevadas concentracGes de nutrientes e que exercam relacfes simbioticas
para remocdo destes, afim de que seja obtida uma biomassa de baixo custo comercial e
potencial aplicabilidade.
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Resumo

Espécies pertencentes ao género Spirulina estdo entre os microrganismos fotossintéticos de maior importancia
comercial. Este trabalho teve como objetivo avaliar o cultivo da Spirulina platensis e Spirulina maxima com
substituicdo parcial de meio sintético por meio de cultura de baixo custo RM (residuo de malte de cevada)
bem como extrair compostos bioativos aplicaveis a inddstria de alimentos. Foram avaliados os pardmetros de
crescimento, composi¢do da biomassa, concentragdes de proteinas, carboidratos, lipidios, acidos graxos, extracdo de
ficocianina, polissacarideos e monossacarideos. Os cultivos utilizando RM na concentragdo de 50% obtiveram
crescimento equivalente ao controle. O teor de clorofila foi superior para as duas espécies de Spirulina cultivadas no
meio controle. Os teores de ficocianina foram superiores para Spirulina platensis. Os maiores teores proteicos
foram encontrados para Spirulina platensis (55,99 100g™) seguida da Spirulina maxima (53,3g 100g™?) cultivadas em
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RM. Os 4acidos polinsaturados linoleico e alfa-linolénico apresentaram percentuais mais elevados nas cepas cultivadas
em RM. O teor de PUFA foi maior nos cultivos em meio RM, variando de 57 a 59%. A extracao de polissacarideos
com agua quente/ultrassom apresentou maiores valores nas duas espécies cultivadas em meio RM variando
de 8,3 a 11,2%. O teor de exopolissacarideos destacou-se no cultivo com meio RM (191 a 193mg-L™!) para ambas as
espécies. Os resultados obtidos evidenciam que a utilizacdo de residuo de malte como substituto parcial ao meio
controle é adequada como meio alternativo para o cultivo das Spirulinas platensis e maxima. Além disso, destaca-se o
potencial de seus compostos bioativos para a inddstria de alimentos.

Palavras-chave: Microrganismos; Fotossintéticos; Residuo; Cultivo.

Abstract

Species belonging to the genus Spirulina are among the most commercially important photosynthetic microorganisms.
This work aimed to evaluate the cultivation of Spirulina platensis and Spirulina maxima with partial replacement of
synthetic medium by RM (barley malt residue) as well as to extract bioactive compounds applicable to the food
industry. Growth parameters, biomass composition, concentrations of proteins, carbohydrates, lipids, fatty acids,
phycocyanin extraction, polysaccharides and monosaccharides were evaluated. The cultures using RM at a
concentration of 50% obtained growth equivalent to the control. The chlorophyll content was higher for the two
Spirulina species grown in the control medium. Phycocyanin levels were higher for Spirulina platensis. The highest
protein contents were found for Spirulina platensis (55.99 100g-1) followed by Spirulina maxima (53.3g 100g-1)
cultivated in RM. The polyunsaturated linoleic and alpha-linolenic acids showed higher percentages in the strains
cultivated in MR. The PUFA content was higher in cultures in RM medium, ranging from 57 to 59%. The extraction
of polysaccharides with hot water/ultrasound showed higher values in the two species grown in RM medium, ranging
from 8.3 to 11.2%. The content of exopolysaccharides was highlighted in the culture with RM medium (191 to
193mg-L-1) for both species. The results show that the use of malt residue as a partial substitute for the control
medium is suitable as an alternative medium for the cultivation of Spirulinas platensis and maxima. In addition, the
potential of its bioactive compounds for the food industry is highlighted.

Keywords: Photosynthetic; Microorganisms; Residue; Cultivation.

Resumen

Las especies pertenecientes al género Spirulina se encuentran entre los microorganismos fotosintéticos de mayor
importancia comercial. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el cultivo de Spirulina platensis y Spirulina maxima
con reemplazo parcial de medio sintético por medio de cultivo RM (barley malt residuo) de bajo costo, asi como
extraer compuestos bioactivos aplicables a la industria alimentaria. Se evaluaron pardmetros de crecimiento,
composicién de la biomasa, concentraciones de proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos grasos, extraccion de
ficocianinas, polisacaridos y monosacaridos. Los cultivos que utilizaron RM a una concentracion del 50% obtuvieron
un crecimiento equivalente al control. El contenido de clorofila fue mayor para las dos especies de Spirulina
cultivadas en el medio de control. Los niveles de ficocianina fueron mas altos para Spirulina platensis. Los mayores
contenidos de proteina se encontraron para Spirulina platensis (55,99 100g-1) seguida de Spirulina maxima (53,39
100g-1) cultivada en RM. Los &cidos poliinsaturados linoleico y alfa-linolénico presentaron mayores porcentajes en
las cepas cultivadas en MR. El contenido de PUFA fue mayor en los cultivos en medio RM, variando del 57 al 59%.
La extraccion de polisacaridos con agua caliente/ultrasonido mostré valores superiores en las dos especies cultivadas
en medio RM, variando de 8,3 a 11,2%. Se destacé el contenido de exopolisacéridos en el cultivo con medio RM (191
a193mg-L-1) para ambas especies. Los resultados muestran que el uso de residuos de malta como sustituto parcial del
medio control es adecuado como medio alternativo para el cultivo de Spirulinas platensis y maxima. Ademas, se
destaca el potencial de sus compuestos bioactivos para la industria alimentaria.

Palabras clave: Microorganismos; Fotosintéticos; Residuo; Cultivo.

1. Introducgéo

Na indastria de alimentos, ha uma demanda crescente por varios componentes de a¢do natural, como pigmentos,

proteinas e vitaminas, a fim de substituir as contrapartes sintéticas e aumentar o valor nutricional dos produtos alimenticios
(Shabana et al., 2017).

Além de exigir produtos com alto valor nutricional e beneficios a saide, os consumidores estdo buscando cada vez

mais ingredientes e/ou produtos mais naturais (Vigani et al., 2015). As microalgas sdo excelentes fontes naturais de compostos

bioativos altamente valiosos e se tornaram as mais promissoras e inovadoras fontes de novos alimentos e produtos funcionais

no século XXI (Matos et al., 2017). O mercado global de produtos derivados de microalgas, usados especialmente para

nutracéuticos, suplementos alimentares e de ragao, registram uma taxa de crescimento anual de 5,8% no periodo 2017-2026,

onde espera-se atingir mais de 53 bilhdes de dolares (Credence Research, 2018).
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O género Spirulina (Arthrospira) representa entre as microalgas de maior importancia comercial. E responsavel por
mais de 30% da biomassa produzida globalmente devido a alta concentracéo proteica (até 60%) e ao conteldo de pigmentos
(carotenoides, ficocianinas, clorofila), acidos graxos insaturados (&cido linoleico e acido gama-linolénico GLA),
polissacarideos e antioxidantes. Além disso, sua morfologia celular facilita recuperacéo de biomassa, 0 que contribui para a
reducdo de custos do processo (Abd El Baky et al., 2015; Patil et al. 2015; Ye et al., 2018). Baseada na sua composicao
quimica a Spirulina tem sido chamada de super alimento (Mishra et al., 2014). Sendo considerada uma microalga de facil
digestibilidade (Triveti et al., 2015).

Diferentes espécies do género Spirulina sdo consumidas em todo o mundo, sendo a Spirulina maxima e Spirulina
platensis as mais utilizadas em virtude dos seus beneficios a salde (Ghaeni; Roomiani, 2016). Sdo amplamente
comercializadas como nutracéuticos em diversos paises como Austréalia, China, Coréia do Sul, Malésia, Cingapura, Taiwan,
EUA, Holanda, Espanha, Portugal, Franca, Dinamarca, Japdo e ainda alguns paises da Africa (Raja et al., 2016; Raja et al.,
2018).

Devido a sua ampla utilizacdo na nutrigdo humana e animal (Asghari et al., 2016), a Food and Drug Administration
(FDA) concedeu Certificagdo GRAS (Generally Recognized as Safe) para Spirulina e teve seu consumo autorizado como
alimento desde 2003 (Kumar et al., 2018; Enzing et al., 2014). Desde entdo, a biomassa ou 0s compostos bioativos da Spirulina
vem sendo incorporados na elaboragdo de diversos alimentos como em massas (Fradinho et al., 2020), pdes (Khemiri et al.,
2020), iogurtes (Patel et al., 2019), barras nutricionais (Kumar et al., 2018) e ainda bebidas isotbnicas, cereais, sopas
instantaneas, pudim, mistura para bolo em p6 (Vaz, 2016). Ressalta-se também sua aplicagdo como um suplemento dietético
(Ye et al., 2018), alem da extracdo de compostos bioativos que podem ser utilizados em diferentes formas, como liquidos,
concentrados, extratos, p6 ou flocos (Raja et al, 2018), e dessa forma, incrementar nutricionalmente e/ou tecnologicamente o
produto final gerando o agregado.

Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o cultivo da Spirulina platensis e da Spirulina méxima com substituicao
parcial de meio sintético por meio de cultura de baixo custo (residuo de malte), bem como extrair compostos bioativos com

possiveis aplicagBes a industria de alimentos.

2. Metodologia

2.1 Cultivo de espécies em condigdes controladas

A Spirulina platensis e a Spirulina méxima foram obtidas da Cole¢do de Microalgas do Laboratério de Ambientes
Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/UFPB). As cepas foram cultivadas em meio alternativo preparado a partir
do extrato de biocomposto do residuo de malte de cevada (RM). O residuo de malte foi fornecido por uma cervejaria artesanal
(Turmalina), localizada no municipio de Cabedelo — PB. No LARBIM/UFPB foi realizado a compostagem do malte de cevada
e posteriormente a preparacdo do extrato. A cada litro de agua destilada foi utilizado 10 mL de extrato com adigdo de nitrato e
fosfato.

As microalgas selecionadas foram cultivadas inicialmente em baldes de vidro de 250 mL com 150 mL de meio de
cultura preparado com residuo de malte (RM) nas concentracfes de 100%, 50% e 25%. Como controle © utilizou-se 0 meio
Zarrouk no qual também foi usado como diluente nas duas Ultimas concentra¢cdes de RM. Os cultivos foram realizados em
triplicatas em camara climatizada (25 + 1°C), com iluminacdo fornecida por lampadas fluorescentes tipo luz-do-dia (150
umol.fotons.m2.s-1) e fotoperiodo de 12 horas. A concentracdo de partida para o cultivo das microalgas selecionadas foi de
2x10* células mL™.

Apos a selegdo da concentragdo do meio de cultivo mais adequado. O cultivo foi realizado em bancada em balBes de

6L contendo 5L de meio. O crescimento das culturas foi acompanhado através da fluorescéncia “in vivo” (Turner Design
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Fluorometer). Os seguintes pardmetros de crescimento foram determinados: velocidade de crescimento (k), expressa como o
nimero de divisbes celulares por dia (Stein 1973), duracdo do cultivo (em dias), rendimento final de biomassa e a

produtividade de biomassa (PB) por dia.

2.2 Anélises da biomassa

Foram feitas determinacBes (em triplicata) de: proteinas, seguindo Lowry et al. (1951); carboidratos, seguindo
Kochert (1978); lipidios totais, seguindo Bligh e Dyer (1959); Umidade e cinzas de acordo com AOAC (2016); O perfil de
acidos graxos das espécies foram determinados usando cromatografia a gas, descrita por Menezes et al. (2013) e os ésteres
metilicos foram expressos em percentuais (%). Clorofila a, b e carotenoides totais seguindo 0 método de Sumanta et al. (2014);
Hlaing et al. (2019). A extracéo da ficocianina foi determinada por llter et al. (2018), com modifica¢gbes. E a pureza
da ficocianina foi realizada através da metodologia de Chentir et al. (2018), com modificacdes. A extracdo de
polissacarideo foi realizada através de quatro metodologias diferentes descritas por Yu et al. (2019). A extra¢do da
proteina residual do polissacarideo foi realizado pelo método SEVAGE (Wu et al., 2017). Os exopolissacarideos

foram extraidos por de De Jesus Raposo et al. (2015).

2.3 Andlises estatisticas

Os dados da composi¢do quimica das microalgas foram analisados primeiramente com relacdo & homocedasticidade
das variancias pelo teste de Levene. Os resultados foram submetidos a anélise de variancia univariada (ANOVA), seguida de
comparacBes multiplas do teste HSD Tukey (p<0,05) (Statsoft, 2001).

3. Resultados e Discussao
Os cultivos tiveram duracdo de 13 dias e mostraram diferencas nas respostas de crescimento entre as espécies. Os
maiores crescimentos foram registrados na Spirulina platensis e na Spirulina maxima na concentragdo de 50% de RM com

valores equivalentes ao controle (Figura 1).
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Figura 1 - Curvas de crescimento obtidas para os cultivos das microalgas estudadas. Valores médios das medidas da

fluorescéncia in vivo de cada amostra.
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Fonte: Autores.

Os valores de rendimento de biomassa (Tabela 1) mostraram diferenca significativa entre 0s ensaios
variando de 511 a 503 mg.L(S. platensis e S. maxima, respectivamente). Evidenciando que esse meio alternativo apresenta
potencialidade para o cultivo de algumas espécies de microalgas como a Spirulina sp. j& que obteve uma quantidade

consideravel de biomassa seca.

Tabela 1 - Pardmetros de crescimento e produtividade das microalgas estudadas nos meios controle e RM.

Cultivos Biomassa PB K g:ﬁi)a ¢ Duragao o_Ia fase
mg.L* (mg.L1.dia?) padrio) Log (dias)
S. platensis- C 5108+ 1 39,2 0,69 7
S.platensis-RM 511241 39,3 0,71 7
S. méxima - C 504°+1 38,7 0,54 6
S.méaxima- RM 503°+1 38,6 0,49 6

Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente (p >0,05). Fonte: Autores.

As duas espécies testadas mostraram variagdes na cinética de crescimento, os melhores desempenhos foram para os
cultivos da Spirulina platensis cultivadas em meio alternativo com valores que néo diferiram significativamente para biomassa
(511 mg.L) em relagdo ao controle. As duas espécies ainda apresentaram altos valores de k (0,49-0,69). Vale salientar que
0 crescimento e a producdo de biomassa de Spirulina sp. dependem da disponibilidade de nutrientes, pH, luz e
temperatura. A composi¢do do meio e seus custos sdo fatores desafiadores para o cultivo em larga escala viavel de
microalgas (Soni et al.,2019).

Nos dois experimentos com a utilizacdo do meio alternativo ndo houve diferenca significativa em relacéo ao controle,
corroborando com varios estudos utilizando meios alternativos para ao cultivo da Spirulina sp. e obtendo crescimento
satisfatorio. Como dos Santos et al. (2016), mostraram respostas de crescimento efetivos com o uso da vinhaga, assim como,
Salla et al. (2016), com proteina do soro de leite e ainda Michael et al. (2019), formularam um meio econdmico com utilizacao
de fertilizantes comerciais em substituicdo parcial do meio Zarrouk. et al., (2020), utilizaram agua mineral natural Vinh Hao

para diminuir o custo do meio Zarrouk em cultivos com Spirulina platensis.
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3.1Anédlises quimicas da biomassa

A Tabela 2 demonstra os teores de Carotenoides, Clorofila a, b e total na Spirulina platensis e na Spirulina
maxima utilizando meio controle e meio com RM. O teor de clorofila foi superior para as duas espécies de Spirulina (8,5-8,7
mg g*) quando foram cultivadas no meio controle. Valores similares aos encontrados por outros estudos quando cultivaram a
Spirulina sp. no meio Zarrouk (Nouri et al., 2018; Celekli et al., 2016).

Tabela 2 - Clorofila a, b e total e Carotendides na Spirulina platensis e na Spirulina maxima no meio controle e no meio com
RM.

) Clorofilaa Clorofila b Clorofila total Carotenoides
Cultivos 1
(mg g?) (mg g°) (mg g?) (mg g?)
S. platensis- Controle 5,28+0,2 3,5%+0,1 8,7¢10,1 3,28+0,1
S.platensis- RM 2°40,1 2°+0 45+0,2 2,5°+0,1
S. méaxima- Controle 4,8"+0,05 3,7%40,1 8,52+0,3 3,2240,1
S.maxima- RM 2,1°40,1 1,8°+0,2 3,9°+0,2 2,1°+0,1

Nas colunas, letras iguais ndo tem diferenca significativa (p>0,05) Teste de Tukey. Fonte: Autores.

A clorofila € um dos pigmentos dominantes na Spirulina sp. que desempenham um papel importante papel
na captura da luz como elemento crucial para a fotossintese Esse pigmento pode ser utilizado pela industria de alimentos
como corante verde natural para substituir a coloragdo artificial (Munawaroh et al., 2019).

O teor de carotenoides (Tabela 2) foi superior quando as duas espécies estudadas foram cultivadas em meio
controle (3,2 mg g*'). Corroborando com Marzorati et al. (2020), que obtiveram 3,4 mg g de carotenoides da
Spirulina platensis cultivada no meio Zarrouk.

Estudos demonstraram que a suplementagdo da Spirulina sp. na dieta de codornas e frangos levaram ao
aumento dos niveis de carotenoides e consequentemente o aumento da coloracdo da gema que é um fator primordial
para o consumidor e também para industria de alimentos que preferem gemas com a colora¢do mais escuras (Roza
et al.,2018; Zahroojian et al., 2013). J& Alavi e Golmakani (2017), adicionaram biomassa da Spirulina sp. em 6leo

de oliva e constataram que a presenca de carotendides e do contetdo de clorofila retardaram a oxidacdo do azeite.

Tabela 3 - Rendimento das Ficobiliproteinas na Spirulina platensis e na Spirulina maxima no controle e no meio com RM.

Ultrassom Turrac
D9C D9RM D8C D8RM DoC D9RM D8C D8RM
CPC 71,2A¢+1 2 69ABCd+] 678%+1 2,1¢+0,1 | 73,8741 5 72,47240,5 71,6°8+05 3,7¢¢+0,2
APC  11,5%+05 9,48¢+0,5  9,7B°+0,6 0,3%+0,1 | 13,3%2+0,5 12,7A8+0,6 12Aab4+1 0,884+0,1
PE 3,2A0c+0 3 3,370+0,2  2,65¢+0,1 0,2¢+0,1 | 4,3%3+0,1 3,8Aa+0 2 2,4B4+0 4 0,4%¢+0,1
PBP 85,9A°+0,7 828+0,7 79,3%+0,3 2,629+0,7 | 91,2A%+0,3 88,98°+0,9 86,3°+0,5 4,95+0.6

Nas linhas letras mailsculas comparacdo entre as espécies e um método de extracdo. Nas linhas letras mindsculas comparagdo
entre as espécies e os dois métodos de extragdo APC- Aloficocianina, CPC- Concentragdo de ficocianina, PE-ficoeritrina; PBP-
Ficobiliproteina. Fonte: Autores.

As ficobiliproteinas (PBP) sdo compostas por C-ficocianina (CPC), aloficocianina (APC) e fitoeritrina (PE).
A Tabela 3 demonstra a extracdo de ficobiliproteinas em termos de rendimento e indice de pureza sob diferentes
condicdes de extracdo. Entre as ficobiliproteinas, a C-ficocianina (CPC) foi o componente majoridrio em todos os
experimentos. Os resultados mostraram que a concentracdo de CPC, APC, PE e PBP estavam na faixa de 2,1 a 72,4;
0,3a13,3;0,2a4,3; 2,6 a91,2 (mg/) respectivamente.
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Os teores de ficocianina foram mais elevados independente do método de extracdo para Spirulina platensis
no meio controle (73,8 mg g!) e no meio RM (72,4 mg g'!) ndo possuindo diferenca significativa entre os dois.
Valores similares foram encontrados por llter et al. (2018), com 74,7 mg g™t e por Prates et al. (2018) com 83,7 mg
g* de ficocianina da Spirulina platensis em meio Zarrouk. Vale salientar que vdrios estudos tém utilizado
eficientemente meios alternativos para producdo de ficocianina como residuos de alimentos de restaurantes ou
padarias (Sloth et al., 2017), &gua residual do cultivo de camardo (Sandeep et al., 2015), extratos de broto de feijao
(Dianursanti et al., 2018) extratos de conchas de ostras e solo (Jung et al., 2014). Evidenciando a eficiéncia dos meios
alternativos ja que o crescimento e a produgdo de ficocianina de Spirulina platensis sdo altamente dependentes da
disponibilidade de nutrientes no meio de cultura (Amanatin et al., 2013). Comprovando a eficacia da utilizagdo do
residuo de malte como meio alternativo ja que os resultados do presente estudo obtiveram altos teores de
ficocianina quando cultivaram as espécies de Spirulina sp.

A extracdo de ficocianina tém sido o foco por muitos anos, resultando em diversas estratégias que levam a
resultados diferentes (Cevallos & Ortega, 2016; Song et al., 2013; Tavanandi et al., 2018; Chia et al., 2019). No
presente estudo pdde-se constatar que o rendimento através da extracdo do Turrac foi superior para maioria dos
experimentos para extracdo de ficocianina, podendo afirmar que é um método eficiente de ruptura celular de
Spirulina sp.para obtencéo da ficocianina.

No tocante ao indice de pureza, observou-se que em todos os experimentos o resultado ficou acima de 0,7
apos ser realizada a purificacdo. Resultado este adequado ao uso em alimentos (Antelo et al., 2015, Giroy et al., 2017).
Geralmente um alto teor de pureza requer técnicas de purificagdo com alto custo como sulfato de am6nio (lzadi e Fazilati
2018), sistemas aquosos bifasicos (Ruiz et al. 2018), porém essas técnicas podem levar também a uma perda significativa da
substancia. Enfatizando assim a eficiéncia do uso da membrana de didlise utilizada no presente estudo como metodologia de
purificagdo. Brido et al. (2020), também demonstraram que quando utilizaram uma etapa de diafiltracdo obtiveram uma pureza
maior de grau alimenticio para a ficocianina extraida da Spirulina platensis.

Apesar da diédlise ndo ser freqlientemente adotada na literatura, no entanto, apresenta muitas vantagens em
comparacdo com outros métodos de purificacdo em termos de economia de custos, fator primordial para industria
(Janoschka et al., 2015).

O indice de pureza é altamente influenciado por varios fatores, como propor¢do de biomassa / liquido,
métodos de secagem de biomassa, métodos de extragdo, temperatura de extracdo, pH, tipo e concentracdo da
extracdo (Chentir et al., 2018). Diferentes autores avaliaram a purificacdo da ficocianina da Spirulina sp. cultivada
em meios alternativos como Leema et al. (2010), obteve 0,78 quando cultivaram a Spirulina platensis em agua do
mar. Chentir et al. (2018), cultivaram a Spirulina platensis em meio Zarrouk e obtiveram 0,77.

Considerando que a extracdo de ficocianina é um tecnologia simples e de baixo custo, € de particular
interesse investigar sua usabilidade em um contexto industrial e aplicado para usa-lo como alimento funcional ou
aditivos alimentares (Chen et al., 2017). As ficobiliproteinas podem ser usadas na producdo de fermentados
laticinios, sorvetes, refrigerantes, decoragdo de bolos doces, leite shakes, et (Sonani et al., 2016). Extratos de
ficocianina de Spirulina platensis foram introduzidos no cozimento de biscoitos para aumentar o teor de fibras e
proteinas (Singh et al., 2015).
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Tabela 4 - Composigdo quimica da Spirulina platensis e da Spirulina maxima nos meios de cultivo Controle e RM.

Cultivo Carboidratos Proteina Lipidios
(g 100 g™ (9 100g™) (9 100g™)
S.platensis — Controle 15+ 0,2 50,1°#0,1  12¢+0,1
S.platensis- RM 16,92+ 0,1 55,9%+0,9 13,92+ 0,8
S.méaxima- Controle 12,8¢+0,2 49,8°+0,7 13,92 +0,7
S.méxima — RM 17,22+ 0,7 53,3°+0,3 12,3%¢+0,5

Fonte: Autores.

Os teores de proteinas, carboidratos e lipidios das microalgas estudadas estdo expressos na Tabela 4. Os teores de
proteina determinados nas microalgas estudadas foram consideravelmente altos nas duas espécies de Spirulina cultivadas no
meio alternativo com Spirulina platensis (55,9 g 100 g*) seguida da Spirulina maxima (53,3 g 100 g*) os valores encontrados
no meio controle apesar de mais baixos se encontram dentro da média esperada pelo género que é de 50 a 70% de proteina
dessa microalga (Manirafasha et al., 2016). Michael et al. (2019), obtiveram 65% de proteina cultivando em meio
Zarrouk, ja em um meio otimizado com menos reagentes registraram 52% de proteina.

A fracéo proteica na Spirulina sp. é reconhecida por sua excelente composi¢do em termos de aminoacidos
essenciais (Garcia et al., 2012) Além disso, quando comparado com fontes tradicionais de proteinas, como carne ou
soja, a biomassa de microalgas tem as vantagens de um rapido crescimento celular, custos de cultura reduzidos e
falta de concorréncia com outros tipos de producdo de alimentos. Dessa forma, o uso de Spirulina sp. como fonte
de proteina para a dieta humana é uma alternativa sustentdvel que pode ser usada para satisfazer a crescente
demanda mundial. As proteinas da Spirulina sp. ainda podem ser aplicadas na formulagdo de alimentos produtos
sob a forma de emulsdes, espumas ou ainda gel (Zhang et al., 2018; Benelhadj et al., 2016).

Vale salientar ainda que a OMS o designou a Spirulina sp. como "Alimento do Futuro” por causa de seu alto teor de
proteinas e rapido crescimento.Além disso,também é chamado de "super alimento™ ou "alimento maravilhoso" e varios estudos
cientificos publicados revelam como ele estimula o sistema imunoldgico e melhora a sade.E aprovado na RUssia como
'‘Alimento medicinal para o tratamento de efeitos induzidos por radiagcdo, enquanto a NASA o considerava um "melhor
alimento"para viagens espaciais, pois sua pequena quantidade contém uma variedade de nutrientes (Sinha et al., 2018).

O teor de carboidratos de todos os cultivos se manteve dentro da média esperada para a Spirulina sp. As
duas espécies de Spirulina sp. demonstraram um aumento da producdo de carboidrato quando cultivada em meio
com RM em relacdo ao meio controle. Quando cultivada em meio controle as espécies de Spirulina tiveram o teor
de carboidrato de 13-14 g 100 g*. Salla et al. (2016), utilizaram o mesmo meio controle e cultivaram a Spirulina sp.
e obtiveram 14,94% de carboidrato.

Outros estudos com utilizacdo de meios alternativos como agua salobra (Duarte et al., 2020) obtiveram
aumento no teor de carboidrato quando comparada com o controle. Demonstrando que o residuo de malte pode ser
utilizado como meio alternativo para a Spirulina sp. podendo utilizar sua biomassa para extracdo de compostos
bioativos como polissacarideos, exopolissacarideos e outros, ou ainda suplementacdo humana e animal.

Os carboidratos produzidos pelas microalgas servem como um componente estrutural nas paredes celulares
e como um componente de armazenamento dentro da célula (Markou et al., 2012).

O teor de lipidios das espécies de Spirulina variou de 12 a 13,9 g 100 g* em meio RM e o controle.
Resultado superior ao encontrado por Pohndorf et al. (2016), que cultivaram a Spirulina sp. e obtiveram 5,8% de lipidio.

O oleo de microalgas ainda pode ser uma alternativa vidvel ao 6leo de peixe j& que o vegano ndo consome

esse produto e o cheiro desagradavel produzido a partir de dleo de peixe ndo é adequado para ser usado como
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ingrediente alimentar (Tang et al., 2020). E o mercado estimado de 6leos a partir de microalgas pode chegar a US
$ 898,7 milhdes em 2025 (Hu, 2019).

A Spirulina platensis apresentou um total de 60 mg/g de ésteres totais no meio controle e no meio RM 62mg/g. Ja a
Spirulina maxima apresentou 55mg/g no controle e no meio RM 52 mg/g de ésteres totais. Ocorre uma diversificagdo dos
acidos graxos no que se refere as variacdes do comprimento das cadeias, geralmente entre quatorze e vinte e quatro carbonos, e
ainda nos teores de insaturacées (Figura 2).

Figura 2 - Perfil de acidos graxos da Spirulina platensis e da Spirulina maxima cultivada no meio controle e no meio RM.
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Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente (p < 0,05). Fonte: Autores.

Entre os acidos graxos, o acido palmitico (C16:0) predominou em todos 0s ensaios, com concentra¢des variando de 29
a 34%. Sendo o maior percentual encontrado na Spirulina maxima cultivada no meio controle. Resultados similares foram
encontrados por Tai et al. (2016), 37,5% e por Hadyanto et al. (2018), 34,6 % cultivando a Spirulina sp.

Entre os &cidos graxos monoinsaturados, os teores dos &cidos oleico (C18:1 w9- ¢) também esteve presente em todas
as espécies e condigdes de cultivo, porém foram superiores nas espécies quando cultivadas em meio Controle com
concentra¢des variando de 29 a 30%.

No que concerne aos acidos polinsaturados, o acido linoleico (C18:2w6-c) e acido alfa-linolénico (c18:3 w3), os
resultados nas condicBes de cultivo com RM mostraram sempre os maiores teores, indicando melhor efetividade com esse
meio alternativo na producgdo destes dois tipos de &cidos graxos. Vale ressaltar que o acido alfa-linolénico é um dos acidos
graxos essenciais usados no tratamento de distarbios do sistema nervoso, artrite reumatoide, (Navarini et al., 2017). e diabetes
(Nunez et al., 2019).

O teor de PUFA foi maior para as duas espécies de Spirulina cultivadas no meio RM variando de 57 a 59%. Hultberg
et al. (2017), obtiveram concentra¢des maiores de &cidos graxos insaturados na biomassa produzida com o meio a
base de efluentes para Spirulina sp. Matos (2017); Paliwal et al. (2017), afirmam que a quantidade dos PUFAs varia com a
espécie e condicdes de cultivo e ainda que esta intimamente relacionada a composi¢do quimica do meio de cultivo.

Vale salientar que as biomassas da Spirulina maxima e da Spirulina platensis investigadas no presente
estudo podem ser utilizadas na suplementacdo alimentar por possuir acidos graxos de alto valor, principalmente as

espécies quando foram cultivadas no meio RM. Estudos sugeriram a adicdo da Spirulina sp. em massas
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(Mostolizadeh et al., 2017), na suplementacdo alimentar de trutas (Roohani et al., 2019), de codornas (Boiago et al.,
2019), e frangos (Bonos et al., 2016), podendo ser uma estratégia eficiente para introduzir os compostos hioativos e
assim produzir produtos funcionais ja que a demanda do consumidor por alimentos saudaveis cresce cada vez mais
e consequentemente a da inddstria de alimentos.

O contetdo de polissacarideos da Spirulina platensis e maxima cultivada no meio controle e no meio RM (tabela 5)
variaram de 2,1 a 11,2 % nos diferentes tipos de extracdo. Variaces na composicdo de polissacarideos sdo influenciadas por
condicBes de cultivo, localizacbes geogréaficas, época e técnicas de colheita e metodologias de extracdo. A estrutura quimica
dos polissacarideos determina suas atividades fisicas, quimicas, bioquimicas e bioldgicas (de Jesus Raposo et al., 2015). O
potencial biotecnolégico dos polissacarideos tem atraindo cada vez mais atencdo principalmente da inddstria

alimenticia. Contudo, faz-se necessarias pesquisas a respeito da extracdo desse composto (Kadam et al., 2013).

Tabela 5 - Teor de Polissacarideos obtido através de diferentes métodos extracdes nas biomassas no da Spirulina platensis e da
Spirulina maxima cultivada no meio controle e RM.

Extracoes (%)
Cultivos Ext alcalina Agua quente Ultrassom Agua quente/ultrassom
Spirulina platensis- C 8,2¢2+0,2 2,68<+0,1 680+0,2 8,6C2 0
Spirulina platensis- RM 10,2A4240,2 2,0ABc+( 2 7Ab+0 10,284+0,3
Spirulina maxima- C 8,78210,1 2,169+0,2 5,3¢¢+0,1 8,3¢0+0,1
Spirulina méxima- RM 10,1A5+0,2 3,2A040,2 6,58:¢+0,3 11,2A2+0,2

Letras mailsculas- diferenca entre as colunas. Letras mindsculas- diferenga entre as linhas. Colunas e linhas seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente (p < 0,05). Fonte: Autoria prépria.

Tecnologias de extracdo estdo atraindo interesse das industrias por causa de suas vantagens (maior
rendimento, menor tempo de tratamento e menor custo) em comparagdo a técnicas convencionais de extracdo por
solvente (Khanra et al., 2018). Das extra¢Ges realizadas no presente trabalho evidencia-se que a extracdo com agua
quente/ultrassom foi a que apresentou maiores valores nas duas espécies de Spirulina cultivadas em meio RM
variando de 8,3 a 11,2 %. Esses dados indicam que o cultivo da Spirulina sp. em meio RM mostrou-se promissor. J& que a
Spirulina sp. é uma das cepas mais estudadas para extracdo de polissacarideo (Phélippé et al., 2019). Levando a
necessidade de cada vez mais pesquisas voltadas para a utilizacdo de meios alternativos para assim diminuir os custos com o
cultivo que ainda s@o um dos principais entraves para o cultivo em larga escala desses microrganismos.

As atividades do polissacarideo de Spirulina sp. variam com a forma e estrutura existentes e, portanto, seu
método de extragdo desempenha papel significativo suas atividades (Dananjaya et al., 2020). A extracdo desse
composto se faz cada vez mais importante ja que possuem acdo antitumoral, antioxidante, radioprotetor, regulador

imunolégico, antimicrobiano, e atividades anti-inflamatérias (Kurd & Samavati, 2015).
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Figura 3 - Composicao quimica dos polissacarideos em diferentes métodos de extragdes.
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Fonte: Autores.

Os valores de carboidratos obtidos nos polissacarideos extraidos a partir de diferentes métodos (Figura 3) variando de
55 a 63%. Constratando com Rajasekar et al. (2019), que registraram 38,7 % de carboidratos do polissacarideo extraido da
Spirulina platensis.

As amostras analisadas mostraram que o menor teor de proteinas foi obtido na extracdo agua/ultrassom e isso se deu
devido a metodologia utilizar o método SEVAGE que retira a proteina remanescente do polissacarideo. Diferente de Rajasekar
et al. (2019), que obtiveram 21,3 % de proteina de Spirulina platensis e ndo utilizaram método algum para retirar a proteina.

A diversidade evolutiva das microalgas envolve uma enorme complexidade em termos de presenca, composicdo, e
organizacdo molecular de biopolimeros estruturais diantes disso, 0s polissacarideos obtidos a partir de microalgas possuem
potencial para serem usados como espessantes na indudstria de alimentos. Para ter sucesso ao introduzir esses polissacarideos
como novos hidrocol6ides alimentares, a caracterizacdo e funcionalidade devem ser direcionadas para polissacarideos obtidos
a partir da individualidade da cepa. Conhecimentos fundamentais sobre a composicéo de polissacarideo pode ajudar a prever a
funcionalidade de extratos especificos de polissacarideos (Bernaerts et al., 2019).

Figura 4 - Teor de Exopolissacarideos nas biomassas da Spirulina platensis e da Spirulina maxima cultivada no meio controle
e RM.
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Fonte: Autores.

As microalgas sdo produtoras significativas de exopolissacarideos que variam de 0,5g-La 20g-L*(Markou; Nerantzis,
2013). Os resultados desses compostos registrados nessa pesquisa foram maiores no cultivo com meio RM (191 a 193 mg- L)

para as duas espécies de Spirulina (Figura 4). Evidenciando a possibilidade das espécies desse género serem utilizadas para
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producdo de exopolissacarideos a partir do cultivo em meio com RM. Estes achados demonstraram que EPS produzidos sdo
influenciadas por muitos fatores, como espécie, linhagem, nutriente, condigao de cultivo (Zhang et al., 2016).

A utilizacdo do sobrenadante apés a colheita de Spirulina sp. é uma alternativa interessante para obter
bioprodutos de alto valor como os EPS reaproveitando o que seria descartado (de Jesus Raposo et al., 2015).

A coleta de cepas adequadas com alto rendimento e procedimentos de extracdo menos complexos podem
aumentar o mercado comercial de EPS no futuro préoximo. Nos alimentos, o EPS funciona com sucesso como

viscosificante agentes, estabilizadores, emulsificantes, gelificantes e agentes de ligacdo a agua (Singh et al., 2019).

4. Conclusao

Parametros de crescimento e composicdo nutricional das biomassas da Spirulina maxima e Spirulina
platensis obiveram resultados iguais ou superiores ao meio de cultura sintético. Os maiores teores proteicos foram
encontrados para Spirulina platensis seguida da Spirulina maxima cultivadas em meio com residuo de malte. No
que concerne aos &cidos polinsaturados, o &cido linoleico (C18:2w6-c) e &cido alfa-linolénico (c18:3 w3), o0s
resultados nas condic¢des de cultivo com RM mostraram maiores resultados quando comparados com o controle. O
teor de PUFA foi maior para as duas espécies de Spirulina cultivadas no meio RM. Os rendimentos de
polissacarideos e exopolissacarideos foram superiores para as duas espécies de Spirulina quando cultivada no meio
RM. Diante dos resultados obtidos, podemos observar que o cultivo da Spirulina maxima e da Spirulina platensis
com meio alternativo utilizando o residuo de malte decorrente do processo cervejeiro tem potencial para obtencdo
de compostos de interesse. Podendo ser utilizadas em diversas aplicagfes voltadas para industria de alimentos. Que
vdo desde a introdu¢do da biomassa para enriquecimento proteico em um novo alimento até a utilizacdo de

polissacarideo e exopolissacarideos como hidrocol6ide na inddstria alimenticia.
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RESUMO

As microalgas sdo microoarganismos fotossintetissantes mais eficases na producédo de
oxigénio existente no mundo, e tém sido foco de grande interesse pelos beneficios que
podem oferecer ao meio ambiente devido a sua enorme capacidade de captura e utilizacdo
de didxido de carbono (CO2) presente na atmosfera como uma das fontes de nutrientes, e
a sua conversdo em biomassa altamente rica em lipidios, pigmentos, acidos graxos poli-
insaturados, aminoacidos tipo micosporinas, ficocoloides, esterois, aminoacidos,
proteinas e carboidratos. A biomassa produzida é de grande interesse para industria de
producdo de energia, alimenticia, farmacéutica e cosméticos. Muitas microalgas também
atuam como eficientes biorremediadoras de residuos domeésticos e agroindustriais, de
maneira que sistemas integrados de cultivo de microalgas promissoras para a producao
de biocombustiveis acoplados ao tratamento de efluentes podem apresentar varios
beneficios, como a reducéo de custos no tratamento de aguas residuais com a co-producao
de biomassa microalgal, reduzindo os custos com os meios de cultivo, promovendo
remocdo de nutrientes e minimizando impactos ambientais. Neste contexto, este trabalho
teve por objetivo avaliar um sistema de cultivo em mix de fotobiorreatores tubular,
compondo um sistema de 2000 litros de capacidade efetiva, construido em tubo de
acrilico e tanques fechados, e a realizacdo de estudos relacionados ao crescimento da
microalga Selenastrum gracile (Cloroficea) cultivada no sistema usando meio de cultura
alternativo preparado a partir de extrato de biocomposto hortifratis. O cultivo teve a
duracdo de 14 dias, com fase exponencial do segundo ao oitavo dia. O rendimento
maximo de biomassa foi de 20 mg.L™* para uma densidade celular maxima de 5,49 x 10°
células.mL?. Os dados da cinética de crescimento de S. gracile no fotobiorreator
mostraram valores médios de 0,44 para o pMax (taxa de crescimento maximo), 0,64 para
0 k (duplicacao celular por dia de cultivo) e 1,64 para o tg (tempo de geracdo), na fase
exponencial. Medidas da eficiéncia fotossintética realizadas na fase exponencial, usando
um mini-PAM mostrou excelente estado fisiologico da célula, com valor de Fv/Fm
(eficiéncia fotossintética) acima de 0,79. Fotoinibicao da fotossintese foi observada as 13
horas do dia, em situacdo de luz saturante. Temperatura alta entre por volta das 13:00 as
15:00 horas também reduziram a taxa de fotossintese. Os transientes OJIP também
evidenciam uma diminui¢do do Fm nos horarios de maior iluminacdo. O meio alternativo
utilizado mostrou-se eficaz para o cultivo em massa dessa espécie em fotobiorreator.

Palavra-chave: Efluentes, Cultura em massa, Tubular vertical, Fotossintese.
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ABSTRACT

Microalgae are photosynthetic microorganisms most effective in producing oxygen in the
world, and have been a focus of great interest for the benefits they can offer to the
environment due to their enormous capacity to capture and use carbon dioxide (CO3>)
present in the atmosphere as one of the sources of nutrients, and their conversion into
biomass highly rich in lipids, pigments, polyunsaturated fatty acids, amino acids like
mycosporins, ficocoloids, sterols, amino acids and proteins, carbohydrates. The biomass
produced has great interest for energy, food, pharmaceutical and cosmetics. Many
microalgae also act as efficient bioremediation agents for household and agroindustrial
waste, so that integrated microalgae culture systems promising for the production of
biofuels coupled with effluent treatment can have several benefits, such as reducing costs
in wastewater treatment with co-production of microalgal biomass, reducing costs with
cultivation media, promoting nutrient removal and minimizing environmental impacts. In
this context, the objective of this work was to evaluate a mix culture system in tubular
photobioreactors, composing a system of 2000 liters of effective capacity36, built in
acrylic tube and closed tanks, and studies related to the growth of the microalgae
Selenastrum gracile (Chlorophyceae) cultivated in the photobioreactor, using alternative
culture medium prepared from biocomposite hortifratis extract. The cultivation lasted 14
days, with an exponential phase from the second to the eighth day. The maximum vyield
of biomass was 20 mg.L™* for a maximum cell density of 5.49 x 103 cells.mL™. Data on
the growth kinetics of S. gracile in the photobioreactor showed mean values of 0.44 for
uMax (maximum growth rate), 0.64 for ok (cell doubling per day of culture) and 1.64 for
tg (generation time) in the exponential phase. Measurements of the photosynthetic
efficiency performed in the exponential phase, using a mini-PAM showed excellent
physiological state of the cell, with Fv/ Fm value (photosynthetic efficiency) above 0.79.
Photoinhibition of photosynthesis was observed at 13 p.m in the day, in a saturating light
situation. High temperature between around 13:00 to 15:00 hours also reduced the rate of
photosynthesis. OJIP transients also show a decrease in Fm during the hours of greater
illumination. The alternative medium used proved effective for the mass culture of this
species in photobioreactor

Keyword: Effluent, mass culture, vertical tubular, photosynthesis.

1 INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas as questdes ambientais vém sendo tratadas com maior
preocupacdo devido a demasiada utilizacdo de recursos naturais em diversos processos
produtivos, resultando em elevados niveis de impactos ambientais, (BARCELLOS et al.,
2009). Nos dias de hoje a procura é cada vez maior por produtos e servicos tem
apresentado implicacdes diretas no aumento drastico das atividades industriais, elevando
dessa forma a geracdo de residuos e a utilizacdo de recursos naturais, 0s quais estdo se
tornando cada vez mais escassos e potencialmente degradados (SCHMITZ; BIUDES;
COLLA, 2012). Toda essa “maquina” que compde a cadeia de produgdo, consumo de

produtos e extracdo de matéria prima utiliza combustiveis fésseis em massa, sdo esses
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combustiveis que sustentam o progresso da maioria das novas economias atraves de
matérias-primas energéticas ndo renovaveis. Um dos resultados negativos é a liberagéo
de dioxido de carbono (CO2) para a atmosfera durante a sua queima contribuindo para o
aquecimento global (GARCIA, 2012).

Diante desses cenarios, tornam-se necessarios processos produtivos mais
sustentaveis, buscando-se aliar medidas praticas de protecdo ambiental ao
desenvolvimento econémico, desenvolvendo técnicas e alternativas eficientes para
minimizar o efeito dos impactos ambientais. As microalgas surgem como uma alternativa
remediadora para o problema das emissfes atmosféricas, no entanto sua aplicagao atende
a diversas outras atividades industriais, podendo até mesmo ser transformada em fonte de
energia. Autores discutem ha décadas sobre as microalgas como potencial matéria prima
para fontes de energia renovavel, como a producédo de biocombustiveis (TEBBANI et al.,
2014), grande promessa para propositos de biorremediacdo (GONCALVES et al., 2016),
possibilidades de aplicagdes comerciais diversas, industrias alimenticias (VANTHOOR-
KOOPMANS et al., 2013), e farmacéutica (AHMED et al., 2014).

Sua participacdo em diversos processos de importancia ecologica é bastante
conhecida, sendo destacado o seu papel na realizacdo de fotossintese e fixacdo do COo,
contribuindo ndo apenas para a disponibilidade de oxigénio para a respiracao de quase
todos os seres vivos do planeta, como tambeém para a reducdo dos riscos apresentados
pelos gases do efeito estufa. Segundo Brown e Zeiler (1993), estima-se que cada tonelada
de biomassa algal produzida em determinado tempo ha um consumo de duas toneladas
de CO- pela fotossintese, valor este 10 a 20 vezes mais do que o absorvido pelas plantas
oleaginosas. Além disso, algumas microalgas possuem a capacidade de fixar o nitrogénio
atmosférico em vida livre ou em associagdes, 0 que as coloca numa posicao de destaque
como microrganismos que participam nos dois processos responsaveis pela manutencao
da vida em nosso planeta piva; ARNALDO, 2014).

Com a utilizagéo de CO», as microalgas se multiplicam rapidamente, geralmente
dobrando a biomassa em um periodo de 24h e produzem uma série de compostos de
interesse, principalmente lipidio com contetdo médio variando entre 1% e 70%, podendo
chegar a 90% do peso seco sob determinadas condi¢bes operacionais, proteinas, acidos
graxos e diversos co-produtos. Os acidos graxos quando extraidos podem ser utilizados
como alimento, farmacos ou transformados em biocombustiveis (RADMANN; COSTA,
2008; AMIN, 2009; CHISTI, 2007; MATA et al., 2010; MENG et al., 2009).
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Atualmente, muitos estudos estdo sendo conduzidos sobre a utilizacdo de
microalgas para a producdo de biocombustiveis associada a captura de COq,
especialmente em sistemas fechados denominados de fotobiorreator (CHISTI, 2007),
com um interesse devido ao fato deles apresentarem como uma fonte sustentavel de
biocombustiveis, incluindo etanol, bioquerosene e biodiesel. Este Gltimo decorre da
capacidade das mesmas sintetizarem e acumularem quantidades significativas de lipidios,
até cerca de 80% do peso seco em algumas espécies. A sua importancia para biotecnologia
destaca-se entre 0s modernos processos microbioldgicos com inimeros trabalhos e
frentes de pesquisas desenvolvidos nas Gltimas décadas (GRIFFITHS; HARRISON,
2009).

Outras vantagens também justificam o uso das microalgas na producdo de
biodiesel, tais como: apresentam producdo continua durante 0 ano; ndo competem com
culturas alimentares por terras araveis; quando realizados em larga escala representam
uma pratica sustentavel; tem importancia social, podendo gerar emprego e renda; e,
podem usar aguas residuais como meio de cultura, se enquadrando, assim, em um
processo de producdo sustentavel. (VIEGAS, 2010; MATA et al., 2010).

Visto que as microalgas ndo necessitam de grandes areas como no caso da
agricultura convencional, nem de terras ferteis, podendo, inclusive, serem cultivadas em
area aridas e locais que ndo apresentam aptidao agricola, além de necessitarem de um
menor volume de agua, elas apresentarem alto rendimento tanto em biomassa quanto em
producdo de 6leo. A soja, uma das referéncias do processo de producdo do biodiesel,
apresenta baixa produtividade por hectare e pouco teor de 6leo no gréo, além de ser uma
commodity agricola, indicando que a producdo mundial de biodiesel a partir desta
oleaginosa pode ocasionar sérios danos ambientais e econdémicos, especialmente se sua
producdo em larga escala for acompanhada da expansdo da area cultivada, aumento das
fronteiras agricolas e da ocupacdo humana através de novos desmatamentos, que
inevitavelmente tém consequéncias diretas na perda de biodiversidade (SUAREZ et al.,
2009).

Apesar dessas vantagens ainda nao se conseguiu alcancar a viabilidade econdémica
para a producdo de biocombustivel de microalgas comparavel as industrias de petréleo
ou de bioetanol devido ao elevado custo de producéo, principalmente em funcao da falta
de um processo econdmico que integra as etapas associadas com a colheita, extracdo e
conversao de biomassa microalgal em biodiesel (KIM et al., 2013). Além disso, como

afirma Franz et al., (2012), uma das principais barreiras para producéo de biodiesel inclui
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a falta de espécies “elites” de microalgas, que apresentem dentre outras, alta
produtividade lipidica, resisténcias a mudangas climéticas e células faceis de serem
coletadas. Contudo os custos de produgdo de microalgas podem ainda ser reduzidos se o
cultivo for combinado com processos tais como o tratamento de aguas residuais e a
producéo de compostos com alto valor agregado (TEBBANI et al., 2014)

Tendo em vista a necessidade ambiental na producdo de energia limpa, este
trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento e o desenvolvimento referente ao
cultivo tipo fotobiorreator tubular para producgédo de biomassa de microalgas em meios
alternativos, visando a producdo de cepas com elevado potencial para acumulo de

lipideos.

2 JUSTIFICATIVA

Atualmente o mundo desprendeu um grande esforco para o desenvolvimento de
novas formas de producéo de energia mais limpas, pois se observou um grande aumento
na preocupacdo com as questdes relacionadas a satde do ser humano e do planeta em
geral. Essa preocupacéo esta estritamente voltada para as atividades ligadas ao consumo
de combustiveis fdsseis (petroleo e os seus derivados, carvéo etc.), sendo esse um dos
fatores que mais contribuem para o agravamento da poluicdo dos corpos hidricos, solo e
da atmosférica. Sendo o ultimo, um dos maiores causadores do efeito estufa e,
consequentemente, do aquecimento global.

Diante disso, um novo acordo global que busca combater os efeitos das mudancas
climaticas, bem como reduzir as emissdes de gases de efeito estufa, foi assinado. Este
documento chamado de Acordo de Paris foi ratificado, em 12 de dezembro de 2015, pelas
195 partes da Convencdo - Quadro das Nacbes Unidas sobre Mudanca do Clima
(UNFCCC) e pela Unido Europeia, durante a 21% Conferéncia das Partes (COP21). Um
dos objetivos é manter o aquecimento global abaixo de 2°C, buscando esforcos para
limitar o aumento da temperatura a 1,5°C acima dos niveis pré-industriais. O texto final
determina no que diz respeito ao financiamento climatico, que os paises desenvolvidos
deverdo investir 100 bilhGes de ddlares por ano em medidas de combate a mudanca do
clima e adaptacdo em paises em desenvolvimento (ONU BRASIL, 2019).

Isso tem despertado interesse nas pesquisas € na exploracdo das diversas vias de
obtencdo de biocombustiveis, porém, a grande demanda mundial de energia faz com que
a eficiéncia das tecnologias, empregadas para produzir energia de forma renovavel, deva

ser alta, para se evitar efeitos contrarios, como por exemplo, desmatamento ou
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desperdicios energéticos. O etanol, uma vez que o Brasil é autossuficiente na producéao
desse tipo de alcool, e o biodiesel podem vir a ser fontes alternativas e economicamente
promissoras para esse fim. (RICHMOND, 2004; TEIXEIRA; MORAILES, 2008; MENG
et al., 2009; MONTERO; ARISTIZABA; REINA, 2011).

No biodiesel, mais de 80% do custo final de producdo é decorrente da matéria-
prima (CARDENAS, 2013). Com 0 objetivo de mudar esse cenario, nos Gltimos anos, as
microalgas estdo sendo visadas como fonte alternativa e economicamente viavel para a
producdo de biodiesel. Os 6leos encontrados nas microalgas possuem caracteristicas
fisico-quimicas similares aos 6leos vegetais (FAO, 1997), e 0s biocombustiveis obtidos
a partir dos 6leos microalgais tém um retorno energético muito mais elevado do que
outros biocombustiveis e atendem simultaneamente tanto as questdes ambientais como
de demanda e producdo, devendo, por isso, ser a unica fonte de biodiesel que tem
potencial para substituir completamente o diesel. (GROOM et al., 2008).

Entretanto o seu custo de producéo atualmente é de 4 a 10 vezes maior do que 0s
combustiveis derivados de petroleo e do biocombustivel proveniente das plantas
oleaginosas. Contudo, as microalgas tém um rapido crescimento apresentam elevada
produtividade de 6leo/hectare-ano, podendo produzir até 30 vezes mais quantidade de
6leo por unidade de area de terra quando comparadas as plantas terrestres (HUNTLEY;
REDALJE, 2007; COLEMAN; ROSEN; SCHWARTZBACH, 1988).

Outro fator importante € o fato de sua colheita ndo seguir o regime de safras, ndo
requer o uso de herbicidas ou pesticidas, pois apresentam uma ampla tolerancia a fatores
ambientais extremos e a possibilidade de serem cultivadas de maneira intensiva, mesmo
em condi¢Oes adversas (RODOLFI et al., 2009); WILLIAMS et al., 2009; KURANO et
al. 1995). Os sistemas de cultivo podem ser montados em areas improprias para a
agricultura e os cultivos podem ser desenvolvidos em dgua marinha, de estuarios, ou em
agua proveniente de diversos processos de producdo agropecudria, industrial, dejetos
domésticos etc. ( DARZINS; PIENKOS; EDYE, 2010).

3 OBJETIVO GERAL
Avaliacdo de um sistema de cultivo com um mix de fotobiorreatores tubular e de
placas paralelas, para producdo de biomassa de microalgas com alto teor de lipidio

utilizando meio de cultura alternativo.
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3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Selecionar a espécie de microalga do banco de cultura de microalgas do

LARBIM/UFPB potencialmente produtoras de lipidios e outros co-produtos de
interesse biotecnoldgico, com a finalidade de avaliar a viabilidade do cultivo em larga
escala em condi¢Oes ambientais do Nordeste brasileiro.

e Estudar, modificar e aprimorar o design (prot6tipo) e o layout (posicionamento e
equipamentos pertencentes ao sistema), dos fotobiorreatores para a melhor produgéo
de biomassa e menor custo energético.

e Monitorar o desenvolvimento dos cultivos por medidas de fluorescéncia “in vivo”, a
fim de definir a cinética de crescimento e posteriormente comparar estes resultados
com o crescimento em nivel laboratorial.

e Analisar a produtividade em termos de producdo mensal de biomassa.

4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 MICROALGAS

As microalgas s&o organismos unicelulares ou coloniais fotossintéticos que estéo
naturalmente presentes em diferentes ambientes aquaticos ou Umidos, incluindo rios,
lagos, oceanos e solos. As cianobactérias estdo incluidas nessa definicdo, mesmo sendo
organismos procariontes.( BERTUCCO; DOMENICALI; TERCERO 2014; GHOSH et
al., 2016; GONCALVES; PIRES; SIMOES, 2016; TERCERO). Historicamente o
primeiro registro acerca do cultivo de microalgas deve-se ao aleméo Ferdinand Cohn em
1850, que manteve viva, em seu laboratorio, uma cloroficea flagelada de agua doce,
pertencente ao género Haematococcus. No entanto, os primeiros estudos experimentais
abordando aspectos do cultivo de microalgas devem-se a Famintzin em 1871, e o primeiro
cultivo monoespecifico de Chlorella vulgaris (cloroficea) foi obtido por Beijerinck em
1890 (MARTINS, 2014). Ainda hoje a Chlorella ocupa o primeiro lugar no uso
comercial desses microrganismos. Na figura 1 esta representadas algumas espécies de

microalgas.
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Figura 1: Algumas espécies de microalgas.
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O interesse principal nesses dois grupos de organismos fototroficos reside na sua
utilizacao potencial para a producéo de biomassa para alimentos, rac6es e produtos quimicos
finos usando a energia solar. Devido a sua capacidade de adaptacéo, desenvolvem se nos
habitats mais variados, crescendo prioritariamente em suspensdo de solucBes liquidas
(BARSANTI; GUALTIERI, 2014). Podem ser encontradas em agua doce e agua do mar,
oceanos profundos, costdes rochosos, ambientes acidos, alcalinos e inclusive fora de
ambientes aquaticos, como no gelo e em areia de desertos (TEBBANI et al., 2014),
conferindo a esse grupo de microrganismos uma imensa versatilidade metabdlica (DIVA;
ARNALDO, 2014). Na grande maioria dos habitats apresentam funcdo principal de

produtores primarios de cadeia alimentar, por conta do processo fotossintético (LEE, 1999).

4.2 METABOLISMO

Inameros fatores influenciam o crescimento de microalgas: fatores abidticos,
como luz (qualidade, quantidade), temperatura, concentracdo de nutrientes, nitrogénio
(N), fosforo(P), silicio(Si), vitaminas, metais, Oz, CO-, pH, e salinidade; fatores bioticos,
como competicdo por patdgenos (bactérias, fungos, virus, mais frequente em cultivos ndo
salinos) e por outras algas; fatores operacionais, tais como o cisalhamento produzido pela

mistura, a taxa de diluicdo, a penetracdo de luz, a frequéncia de colheita e a adi¢cdo de
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fontes de carbono orgénicas e inorganicas (bicarbonato) (BRENNAN; OWENDE, 2010;
MATA et al., 2010; CHISTI, 2007).

Fatores de estresse ndo so afeta a fotossintese e a taxa de crescimento das algas,
mas também influenciam a atividade do metabolismo celular e a composicao lipidica
Visviki; Santikul, (2000). Diversas condigdes de estresse, limitagao de nutriente Morales-
Séanchez et al., (2013); Devi et al, (2013); Chandra et al., (2014), salinidade Kalita et al.,
(2011); Venkata Mohan; Devi, (2014). Tem sido utilizada para aumentar o teor de lipidios
durante o cultivo de microalgas. Tanto a temperatura como o estresse fisico pode
desempenhar um papel significativo no metabolismo de algas especificamente para
sintese lipidica (JUNEJA et al., 2013).

Para alcancar maior produtividade nos cultivos de microalgas, e que esses sejam
rentaveis, é de vital importancia a selecdo adequada do modo de cultivo. Os trés principais
modos de producdo podem que ser utilizados, sdo chamados como autotroéfico,
heterotrofico e mixotrofico Perez-Garcia; Bashan, (2015). No cultivo autotrofico, mais
especificamente, fotoautotrofico, e mais comumente utilizado, as células obtém energia
da luz e o carbono do CO, do ar, produzindo entdo, através da fotossintese, suas
biomoléculas: polissacarideos, proteinas, lipideos e acidos nucleicos (JIANG, L.; LUO,
S.; FAN, X.; YANG, Z.; GUO, R.; CHEN et al., (2011). O crescimento heterotrofico faz
utilizacao apenas de compostos organicos como fonte de carbono e energia, desta forma
ndo precisam de luz para o desenvolvimento, seu crescimento é um processo aerébio,
onde a assimilacdo do substrato organico gera energia através da fosforilacdo oxidativa
acompanhado pelo consumo de oxigénio como receptor de elétrons final. Ja mixotrofico
utilizam simultaneamente carbono inorgéanico e organico como fonte de carbono na
presenca de luz, sendo a fotossintese a principal fonte de energia, embora compostos
orgénicos e CO> sejam ambos essenciais. (MARIANO et al; 2010 PEREZ-GARCIA;
BASHAN, 2015; WANG, 2008; MATA et al., 2010).
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Figura 2. Esquema do metabolismo de microalgas.
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4.3 REPRODUCAO

Um dos aspectos mais importantes no estudo de algas € a existéncia de padrdes
reprodutivos marcantes e bastante variados entre os grupos de algas (LOURENCO,
2006). A divisdo celular das microalgas procariotas pode ocorrer por meio de fissdo
binaria, com a constricdo de todas as camadas da parede que crescem para dentro, ou
invaginacdo da membrana plasméatica e da camada de peptidoglicano, sem o
envolvimento da membrana externa. A divisao celular pode também ocorrer por fissdo
multipla, levando a formacéo de esporos internos. Cianobactérias também se reproduzem
por fragmentacdo (hormogonia). Apesar de as cianobactérias ndo apresentarem
reproducdo sexuada evidente, recombinacdo genética por transformacéo ou conjugacao
pode ocorrer (RICHMOND, 2004).

No caso de espécies unicelulares, a reproducdo vegetativa se manifestar por meio
de divisdo binaria (LOURENCO, 2006). O ciclo celular em algas eucariéticas envolve
duas fases: mitose e interfase. Durante a interfase, a célula cresce e todos os constituintes
celulares aumentam em ndmero, de modo que cada célula filha vai receber um conjunto
completo da molécula de DNA replicado e copias suficientes de todos 0s outros
constituintes e organelas. Durante a mitose, a divisdo nuclear ocorre. O crescimento
microbiano é influenciado por véarias condigcdes quimicas e fisicas. A medida que a
concentracdo de substrato ou outros fatores tornam-se limitante, ou metabdlitos toxicos

acumula, a taxa de crescimento diminui.
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Na fase de crescimento, muitas vezes ocorre a producdo de metabolitos
secundarios. Contanto que haja um consumo de material de armazenamento, o organismo
permanece vidvel. Quando a energia ndo é mais produzida para a manutencgdo da célula,
esta morre. Em alguns casos, esse processo € acompanhado pela formacao de esporos ou
estruturas semelhantes, que podem sobreviver e superar as condi¢fes adversas que daréo
origem a novos individuos quando as condicdes favoraveis sdo retomadas (RICHMOND,
2004). A curva de crescimento (Figura 3) de uma espécie de microalga é compreendida
pelas fases: lag, onde ndo ha crescimento, mas uma adaptacdo da microalga ao meio de
cultura; fase de crescimento (ou log ou exponencial), onde ocorre a maior taxa de
crescimento; fase estacionaria, na qual a taxa de crescimento é igual a taxa de
mortalidade; e a fase de declinio, que devido a falta de nutrientes ndo ocorre crescimento
(MARIANO, 2011).

Figura 3: Fases do crescimento celular.
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Fonte: MARIANO et al; (2011).

4.4 FOTOSSINTESE

A fotossintese representa um processo Unico de conversdo de energia luminosa
em energia quimica. Nesse processo, 0s compostos inorganicos e fotons de luz sdo
convertidos em matéria organica por organismos fotoautotrofos. O processo de

fotossintese oxigénica é uma reagdo redox que acontece nos cloroplastos, especialmente
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na membrana tilacdidal, que se da pela absorcédo de luz pelas clorofilas: Caratenoides, e
em alguns casos ficobilinas (os sistemas de antenas), onde CO e dgua sdo convertidos a
carboidratos e oxigénio. A conversdo e tradicionalmente dividida em duas etapas, as
assim chamadas de fase clara e fase escura. Na fase clara, que ocorre nas membranas
fotossintéticas, os fotons de luz sdo convertidos em energia quimica gerando um redutor
bioquimico, NADPH,, e um composto de alta energia, o ATP (Figura 4). Na fase escura,
que ocorre no estroma, NADPH, e ATP séo utilizados na redugdo bioquimica sequencial
de didxido de carbono em hidrocarbonetos (CROCE; AMERONGEN et al., 2011, MUH
etal.,, 2012).

Figura 4: Principais produtos das reacdes nas fases clara e escura da fotossintese.
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Luz incidente (como quantum de luz, hv) é absorvida pelos pigmentos associados
aos fotossistemas Il e I (PSII e PSI), a energia de excitacdo € transferida de forma eficiente
e rapida dentro da antena, até atingir os centros de reacdo (RCs). No PSII o quantum de
energia leva a fotoquimica (ou seja, a separacao de carga), que da origem a um elétron no
lado reduzido e a uma carga positiva no lado do doador do PSII. No lado do doador do
PSII, um co-fator de manganés extrai os elétrons da &gua em uma reacdo de quatro etapas,

liberando Oz e prétons no lado do limen da membrana tilacoidal. O elétron no lado
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reduzido é transferido ao aceptor plastoquinona (PQ). A reducéo total da PQ a PQH2
precisa de dois elétrons e € acompanhada pela entrada de dois prétons desde o estroma
do cloroplasto. PQH2 se difunde através da membrana tilacoidal e transfere os elétrons
ao citocromo bef (cythsf), e consequentemente prétons ao lado do limen. A forga motriz
do préton (pmf), isto é, o gradiente do pH (ApH) mais o potencial da membrana (AY),
que é construido através da membrana tilacoide durante o transporte de elétron
fotossintético (PSET) é usada na transferéncia ciclica de elétrons através do complexo
bef, 0 ciclo Q, contribui com a translocacdo de prétons adicionais através da membrana,
incrementando a forca motriz de prétons. A absorcdo da luz pelo PSI resulta numa
segunda reacdo de separacdo de carga que também libera um elétron no lado redutor e um
oxidante no lado do PSI oxidado. Elétrons fluem do complexo cytbsf, reduzindo a carga
separada do lado oxidado do PSI, em tanto os elétrons liberados pelo lado reduzido do
PSI séo transferidos a um transportador soltvel, ferredoxina (Fd). Sob as condic¢des de
fotossinteses aerobias, a Fd reduzida é responsavel pela conversao de NADP* (fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina) a NADPH no estroma do cloroplasto, reacdo
catalisada pela enzima ferredoxina NADP-oxidoreductase (FNR). O NADPH é usado
como agente redutor nas reacgdes escuras de fixacdo de CO e armazenamento de energia
solar na forma de carboidratos e amido (Figura 5). Simultaneamente, a forca motriz
gerada pela translocacédo dos protons acoplada a transferéncia de elétrons fotossintéticos
é transformada em ATP pela enzima ATPase. Isso fornece a energia para fixar CO assim
como outros consumidores de ATP na microalga. (CROCE; VAN AMERONGEN, 2011,
MUH; GLOCKNER; HELLMICH; ZOUNI, 2012, RABINOWITC; GOVINDJEE
1969).
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Figura 5: Esquema do processo de fotossinteses.
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Fonte: SONG et al; (2014).

4.5 MEDIDAS DE CRESCIMENTO CELULAR

Microalgas podem crescer rapidamente em cultivo e, a medida que se
desenvolvem diversos processos metabolicos ocorrem e podem acarretar alteraces nas
propriedades quimicas das microalgas ou mesmo em sua carateristica morfologica (por
exemplo, alteracbes de biovolume celular). Para avaliar o desenvolvimento de
microalgas, é essencial que o crescimento das populaces em cultivo seja acompanhado
para determinar o0 momento 6timo para coleta e utilizacdo da biomassa formada. Seu
desenvolvimento pode ser acompanhado por contagem de células, densidade oOtica,
fluorescéncia in vivo, quantificacdo do peso seco da biomassa, concentracdo de
pigmento, principalmente clorofila a. (LOURENCO, 2006)

4.5.1 Contagem direto por microscopio

E a técnica mais simples usada para quantificar o nimero de células algélia
presente em determinada unidade de volume. Para microalgas, Camara de Fuchs-
Rosentchal e um microscopio 6ptico completo é essencial pra proceder a contagem,
sendo dotado de capacidade de aumento, em varios casos, de pelo menos 400X. Nas
contagens em microscopios, geralmente a densidade de individuos é expressa como
namero de células por mililitro de cultivo (Cel/ml). Pela contagem outros parametros

auxiliares podem ser contemplados como avaliagdo da morfologia das ceélulas,
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percentagem de células em divisdo e o seu tamanho. Acompanhamento do crescimento
de microalgas em intervalos regulares por meio de contagem permite também
caracterizar diferentes fases de crescimento, determinar o ritmo de desenvolvimento e
até mesmo prever a densidade de célula que deverdo ser atingidas em certo intervalo de
tempo (LOURENCO, 2006).

4.5.2 Cinética de crescimento de microalgas

Os parametros cinéticos de crescimento das microalgas séo calculados na fase
exponencial. Como, nessa fase, a velocidade especifica de crescimento (px) € maxima,
ela passa a ser chamada velocidade especifica de crescimento méximo (umax). Segundo
Lourenco (2006), a velocidade de crescimento apresenta uma variagdo diretamente
proporcional a concentragdo X, isto €: a partir da Equacdo 1, a velocidade especifica do

crescimento maximo (umax) foi determinada, assim como segue:

ax X (1)

Onde:

dx
r ] ] )
é a velocidade do crescimento microalgal

X - concentracéo de células (Cel.ml™)
t - tempo de cultivo (h?)

Integrando-se a Equacéo 1, tem-se:

dX 2)
Xi 7 - ,[_. -'”lllﬁ.'rf'!r'!I
In X —InXi=u_ (1—1) (3)
In X =g (t—ti)+InXi (4)

A fase exponencial também ¢é caracterizada pelo tempo de t,, que é o tempo
necessario para duplicar o valor da concentracédo celular. Nesse sentido, a Equacéo (4)

pode ser tomada da seguinte forma:

2Xi
In . = .III.IJII.-".'I'r
Xi

Ed
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Logo, o valor de t, pode ser obtido da seguinte equagao:

In2 0,693

H i Hiix

g

De acordo com a Equacéo 4, observa-se que o tempo de geracdo € inversamente

proporcional a velocidade méxima do crescimento da célula.

4.6 FATORES QUE INFLUENCIAM NOS CULTIVOS
O desenvolvimento das fases de crescimento das microalgas depende de varios
fatores limitantes, sendo eles quimicos, fisicos e bioldgicos, tais como: o PH, a

luminosidade, as taxas de aeracdo, salinidade, a temperatura e nutrientes.

4.6.1 Temperatura

A temperatura & um dos fatores que mais afetam a taxa metabolica dos
organismos. Por isso, a temperatura do ambiente deve ser escolhida em funcdo das
necessidades das espécies presentes e da finalidade dos cultivos. E interessante que a
temperatura seja constante nos cultivos de microalgas, visando a uma melhor
estabilidade, reprodutibilidade e previsibilidade nos experimentos (LOURENCO, 2006).
A porcentagem lipidica é fortemente afetada pela temperatura, dependendo da espécie,
ao aumentar a temperatura observa-se 0 aumento no teor de lipideos (VERMA et al,
2010). Microalgas da espécie Chlorella séo boas produtoras de lipideos quando cultivadas
a temperaturas entre 25 a 30°C, embora sejam capazes de crescer em temperaturas a partir
de 16°C (SUALI; SARBATLY, 2012).

4.6.2 Luminosidade

A iluminacdo € um dos pilares do cultivo de microalgas, visto que as microalgas
sdo seres fotossintetizantes, a influéncia da luz no desenvolvimento das microalgas esta
relacionada ao fotoperiodo (tempo de exposicdo a luz) e a intensidade luminosa. Em
cultivos fotoautotréficos, a quantidade de energia luminosa recebida pelo sistema
fotossintético sera a quantidade de carbono que pode ser fixado, determinando
consequentemente a producdo de biomassa e a taxa de crescimento das culturas
microalgais (DERNER, 2006; LOURENCO, 2006). O cultivo sob altas intensidades

luminosas é responsavel por dois fendbmenos prejudiciais: a foto-oxidacdo, que tem
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efeitos letais para as células, podendo levar a perda total da cultura e a fotoinibicéo,
provocando um decréscimo no rendimento maximo do crescimento, que tambeém pode
ocorrer sob intensidades luminosas moderadas se a taxa fotossintética estiver limitada por
fatores estressantes, como baixas temperaturas (SAMUELSSON et al., 1985). No cultivo
de microalgas, a demanda por luz aumenta com o passar do tempo. Dessa forma, uma
correta suplementacédo de luz é necessaria para um crescimento adequado das microalgas.
Uma alta suplementacéo luminosa na fase inicial de crescimento pode causar fotoinibigéo
(SOARES, 2010).

4.6.3 Aeracao

A aeracdo dos cultivos, também é um fator limitante, pois impede que as células
sedimentem, mantendo-as em suspensdo. Ajudando para um melhor contato entre as
células e os nutrientes. Além disso, 0 sistema permanece homogéneo e todas as células
sdo expostas as mesmas condi¢des de cultivo. Essa aeracdo pode ser realizada por um
sistema de agitagdo mecanico (pas) em sistemas abertos, sistema de bombas recicla e
distribuicdo de bolhas pelo reator fechado. Com a aeracdo de um gas contendo CO:
podemos controlar as concentracdes de CO2 no reator fechado, assim como o pH visto
que CO + H.0 = H>COs acidificando o0 meio.

A aeracao também ajuda no processo de respiracdo microbiana, deixando o meio
homogéneo facilita a dissociagdo do O» no meio facilitando a troca de gases do
microrganismo com o meio. (RATUSZNEI, 2001). A otimizacdo da produtividade de
biomassa microalgal requer um fluxo turbulento. No entanto, se este fluxo produzido pelo
bombeamento for muito alto, pode causar um estresse hidrodinamico, que resulta em dano
celular (cizamento) (SOARES, 2010).

4.6.4 Nutrientes

Um dos pilares fundamentais do cultivo de microalgas é o conhecimento dos
nutrientes necessarios a seu desenvolvimento. Sendo esses divididos em: macronutrientes
(carbono, nitrogénio, oxigénio, hidrogénio, fosforo, calcio, magnésio, silicato, enxofre e
potassio). Dentre 0os macronutrientes, o nitrogénio € extremamente importante para as
algas por ser componente fundamental de classes de substancias estruturais das células,
como &cidos nucleicos e proteinas. A deficiéncia de nitrogénio no meio de cultivo tende
a afetar a sintese e acimulo de lipideos totais nas células microalgais (VERMA et al.,

2010). Assim como o nitrogénio, o fésforo é considerado um dos principais elementos
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limitantes as microalgas, estando associado em todos 0s processos que envolvem trocas
energéticas nas células, como sintese de ATP, acucares fosfatados, acidos nucléicos e
fosfoenzimas (LOURENCO, 2006).

Entre os macronutrientes, o carbono € considerado o mais importante, uma vez
que constitui ao redor de 50% da biomassa microalgal, compondo todas as substancias
organicas sintetizadas pelas células. O €0, absorvido e utilizado, € a principal fonte
de carbono para o crescimento fotossintético, autotréfico, das algas (RICHMOND, 1990;
GALVAO et al., 2013). Apesar da composico elementar das células de microalgas variar
de acordo com as condicdes de crescimento e com a espécie, a equacdo estequiométrica
para geracdo de biomassa pela via fotoautotréfica pode ser, em média, descrita como
(COPLIN, 2012):

106C0O; + 16NO3 + HPO,* + 122H,0 + 18H" « CypsH2530110NP + 1380,

Portanto, a razdo molar dos principais nutrientes (carbono, nitrogénio e fésforo)
para geracdo de um mol de biomassa pode ser considerada em média como C106:N16:P1.
A partir dessa razdo, observa-se a grande demanda de carbono na producéo de microalgas,
aproximadamente 50% em massa da biomassa seca, e a importancia do seu fornecimento
para 0 meio liquido, seja pela transferéncia de CO; atraves de interface gas-liquido ou
pela adicdo de sais de bicarbonato. Sabendo que a concentracdo de CO2 no ar atmosférico
é tdo baixa de 0,04% (v/v), traduz uma transferéncia de uma quantidade de CO; para o
meio liquido de cultivo também (RICHMOND, 1990; GALVAO et al., 2013;COPLIN,
2012).

Considerando que a concentracdo de CO, (g) fornecida aos cultivos de
microalgas ndo reflete necessariamente a quantidade de €O, dissolvido no meio de
cultivo. Isto porque, a transferéncia desse gas para o meio liquido € afetada por fatores
como pH( relacdo inversa), temperatura, tempo de residéncia do gas no interior do
biorreator e configuracdes dos difusores. Pode-se afirmar que o crescimento das
microalgas comumente encontra-se limitado por esse composto (NELSON, 2014). A
suplementacdo do cultivo com uma atmosfera enriquecida com CO2 é uma préatica
amplamente utilizada para aumentar as velocidades de crescimento de biomassa
(COPLIN, 2012).
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4.6.5 pH

Em adigdo a temperatura, o pH é certamente o fator que mais afeta a distribuicdo
de microalgas. A maioria das microalgas séo tolerantes a grandes variagdes do pH. Em
geral, microalgas eucarioticas de dgua doce preferem ambientes levemente &cidos (pH 5-
7), enquanto cianobactérias preferem ambientes levemente alcalinos (pH 7-9)
(ANDERSEN, 2005; BERENGUEL, 2004.). O pH do meio de cultivo determina a
solubilidade de CO: e dos minerais, bem como a distribuicdo das forma inorganicas de
carbono, influenciando direta e indiretamente no metabolismo das microalgas
(ARREDONDO-VEGA; VOLTOLINA, 2007).

O incremento do pH em cultivos fotossintéticos ocorre devido a atividade
biol6gica das células que produz uma reducdo no contetdo de carbono inorganico
dissolvido atraves do consumo necessario ao crescimento celular, forgando um
deslocamento do equilibrio carbonato-bicarbonato no sistema tampé&o. Além disso, o pH
do meio de cultivo ira determinar as formas de carbono inorganico (CO,, CO3-2 ou
HCO3-) dissolvida na fase liquida (CUARESMA et al., 2006). Segundo Lee et al., 2004
a elevacdo do pH em cultivos fotossintéticos ¢ um indicador do consumo de carbono

inorganico devido ao crescimento celular.

4.7 SISTEMAS DE CULTIVO
Quanto aos sistemas de cultivo fotoautotroficos, de modo geral, existem duas

categorias principais: lagoas abertas (raceways) e fotobiorreatores fechados.

4.7.1 Sistemas Abertos ou raceway

Nos sistemas abertos (em relacdo a atmosfera), que compreende lagoas naturais e
tanques artificiais, utilizam a luz solar e o CO2 da atmosfera, e que caracterizam também
por uma baixa relacdo entre a superficie iluminada e o volume do tanque de cultivo (S/V),
atualmente é responsavel majoritaria pelo mercado da biomassa produzida. Esses
sistemas, embora apresentem menor produtividade, ainda sdo preferidos em funcéo dos
menores custos de instalacdo e manutencdo, apresentando uma variedade de formas e
tamanhos possiveis, sendo o0 tipo comumente usado o raceway (tipo pista de corrida).
Pelo fato de nenhum material transparente ser necessario na construcdo de tanques
abertos, uma gama muito ampla de materiais pode ser empregado. Esses tanques sdo
também de manutencdo relativamente facil, uma vez que se tem acesso livre para realizar

a limpeza do biofilme que se acumula sobre as superficies. A principal desvantagem dos
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sistemas abertos é que ocorre evaporagdo da dgua a uma taxa similar as culturas terrestres
e, também, sdo mais suscetiveis a contaminagdo por espécies indesejaveis. ( MENG,
2009, PIGNATI etal., 2017).

Fonte: LARBIM/UFPB

4.7.2 Sistemas fechados ou fotobiorreatores

O termo “fechado” diz respeito ao menor contato com o ambiente externo que
estes sistemas apresentam em relacdo aos tanques. Os sistemas fechados sdo comumente
denominados fotobiorreatores e geralmente séo utilizados para producdo em larga escala,
gerando produtos de alto valor comercial. A vantagem comparativa desses sistemas em
relacdo aos sistemas abertos é a obtencdo de maiores produtividades de biomassa
microalgal, bem como a possibilidade de maior controle das condi¢des de cultivo.

Os sistemas fechados (com elevada relagdo entre a superficie iluminada e o
volume da cultura), diz respeito ao menor contato com o ambiente externo que esses
sistemas apresentam em relacdo aos tanques, sd8o comumente denominados
fotobiorreatores e geralmente sdo utilizados para producdo em larga escala, gerando
produtos de alto valor comercial. A vantagem comparativa desses sistemas em relacao
aos sistemas abertos é a obtencdo de maiores produtividades de biomassa microalgal,
permite o controle das condi¢bes hidrodindmicas da cultura, a reducdo do risco de
contaminacgdo por microrganismos indesejaveis, diminui o consumo de agua, e apresentar
elevada capacidade de fixacdo de CO>, bem como a possibilidade de maior controle das

condicdes de cultivo.
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Os fotobiorreatores sdo classificados em “tubulares” e “planares”, de acordo com
a geometria do compartimento que encerra a cultura. Assim, sdo constituidos de tubos ou
placas de material transparente a luz visivel. (TEBBANI, 2014; UGWU 2008). Nome dos

trés autores

Figura 7: Sistemas de cultivo de microalgas: (a) fotobiorreator tubular inclinado; (b) fotobiorreator de
tubular vertical (c) fotobiorreator tubular horizontal e (d) fotobiorreator de placas.
> ’ N

D
Fonte: BITOG et al., 2009 (A), LARBIM/ UFPB (B), BITOG etal., 2009 (C), BITOG etal., 2009 (D).

5 MATERIAIS E METODOS
5.1 ESPECIE SELECIONADA PARA O CULTIVO NO FOTOBIORREATOR

A microalga selecionada para este estudo foi Selenastrum gracile (Figura 8), uma
cloroficea de 4gua doce isolado do reservatorio de Gramame-Mamuaba, PB, mantido em
cultivo monoespecifico no banco de cultivo de microalgas do Laboratério de Ambientes
Recifais e Biotecnologia com Microalgas( LARBIM/UFPB) sob o codigo D458WC. Em
experimentos prévios realizados em bancadas com essa espécie se constatou que ela
cresce muito rapidamente, inclusive em meios alternativos de baixo custo, a exemplo de

extrato de biocomposto de hortifratis, e produz cerca de 23% de lipidios, valor esse
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superior ao encontrado na soja. Além disso, a previsdo das propriedades do biodiesel
efetuada a partir das composi¢cdes dos acidos graxos dessa espécie, utilizando equagdes
descritas na literatura, de acordo com PEREZ- GIMENEZ et al., (2018), incluindo indices
de instauragdo das cadeias de acidos graxos (ADU), valor do iodo (1V), viscosidade
cinematica a 40° C, densidade, nimero de cetano (CN), ponto de entupimento do filtro a
frio (PEFF) e poder calorifico (HHV) indicou que ela se mostra adequada para a producao
de biodiesel.

Figura 8: Selenastrum gracile Reinsch 1866 selecionada junto ao banco de cultura de microalgas do
LARBIM/UFPB para 0 ensaio de produgdo de biomassa no fotobiorreator usando meio de cultura
alternativo.

Fonte: LARBIM/UFPB, 2019.

5.2 MONTAGEM DO FOTOBIORREATOR TUBULAR EM AREA EXTERNA AO
LARBIM:

A preparacdo e montagem do fotobiorreator foi um trabalho artesanal que
demandou tanto a aquisi¢ao de materiais (tubos, conexdes, soldas, ferros etc.) no mercado
local e na internet, com pesquisa de precos, inclusive visando reduzir custos. A instalacao
de sistema hidraulico de circulacdo e de aeracdo foi supervisionada pela equipe de
pesquisadores do laboratério. A adaptacdo do espaco externo ao LARBIM onde foi
montada a planta piloto com o mix de fotobiorreatores tem cerca de protecdo, piso de
concreto e uma casa de maquinas, toda essa obra de infraestrutura foi efetuada pela
prefeitura Universitaria da UFPB.

O conjunto de fotobiorreator € composto por nove tubos de acrilico com 250 mm

de didmetro e dois metros de altura, tendo uma capacidade de 100L cada, e por duas
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caixas containers de 1000L cada, resultando em uma capacidade de projeto de 2900L.
Apesar de apresentar uma capacidade maior, o volume maximo estipulado é de 2000L
(capacidade efetiva), pois durante a realizacdo do cultivo é necessario uma regulacéo da
temperatura e para isso um head space nos fotobiorreatores de 20 cm e nos tanques é
necessario, sendo assim, de tempo em tempo os tubos sdo esvaziados para os dois
containers visando permitir a mistura, equilibrando assim as temperaturas dos tubos com
a temperatura das caixas. A parte estrutural do equipamento (skid) foram utilizados 12
pecas de andaimes de construcdo civil, ocupando uma area de 3 m de comprimento por
1,5m de largura, tendo uma altura total de aproximadamente de 3,5 m. Para fazer o suporte
da base de sustentacéo dos reatores tubulares, foram usados 10 caibros de madeira de 3,5
m de comprimento por 4x5 cm de espessura. O skid foi instalado em uma base de concreto
de 4x4m em uma area de constante insolacdo na UFPB.

Na instalacdo hidraulica de circulacéo foram utilizados tubos de PVC de @50 mm,
ligando as duas caixas, e @32 mm ligando as caixas as bombas centrifugas que fazem o
recalque do meio de cultivo para os cilindros de acrilico, permitindo, assim, uma mistura
em ciclo fechado. Na conexdo dos canos de PVC com os tubos de acrilico foram
utilizados galdes de aguas de 20L vedada com borracha de vedagdo de @150 mm. Os
galdes foram cortados ao meio, sendo que a parte superior foi utilizada na base dos tubos
de acrilico e a inferior para fechar a parte superior dos tubos de acrilico. Cada ramal que
liga os tubos de acrilico para a circulagédo tanto na parte superior como na parte inferior
contém um registro individual, permitindo o controle da circulacdo de cada tubo, assim
como um registro para cada caixa. Na aeragdo foram utilizados tubos de @60 mm da saida
do soprador até o centro e na sua altura maxima do fotobiorreator, a partir dele foi ligado
a dois ramais com tubos de @50 mm que por sua vez foram conectados aos tubos de
@32 mm fazendo assim a distribuicdo para os tubo de acrilico, cada um contendo o seu

registro individual.
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Figura -9 Diagrama esquematico preparado para subsidiar a montagem do fotobiorreator.
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Fonte: Pina, LCC, 2018.

O soprador é da marca Aeromack CRE-04 com motor de 4 CV e inducdo trifasica
de alto rendimento (85%). Nas conexdes dos canos de circulacdo e de aeracdo foram
utilizados 30 unidade de colas tubo PVC 75G, 2 joelhos de @60mm, 42 joelhos de
@32mm , 20 T de @32mm, 7 T de @50 mm, 29 registro de @32mm, duas latas de resina
de fibra de vidro, 2 m? de manta de nailon, 10 pacotes de massa acrilica, 10 pacotes de

durepoxi pastoso de 50g, e 11 registros (valvulas) de plastico.

5.3 OTIMIZACAO DO CULTIVO DA MICROALGA SELENASTRUM GRACILE
VISANDO AUMENTAR A BIOMASSA PARA O ENSAIO NO
FOTOBIORREATOR

A otimizacdo do cultivo de S. gracile foi efetuada partindo-se de baldes de 250
ml com meio de cultura preparado a partir de extrato de biocomposto hortifrutis
suplementado por nitrato e fosfato. O substrato obtido a partir do residuo da
biocompostagem de frutas e verduras realizada pela Empresa Paraibana de
Abastecimento e Servicos Agricolas - EMPASA, localizada na cidade de Jodo Pessoa —
PB. O material cedido foi transportado, em sacos de nailon com capacidade para 50 kg,
ao (LARBIM/UFPB), onde foi diluido em agua, autoclavado, e filtrado. O residuo solido

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 37734-37777 apr 2021



Brazilian Journal of Development | 37759
ISSN: 2525-8761

foi descartado e o filtrado foi esterilizado para utilizagdo na composi¢édo do meio Erd-
Schreiber modificado (CALIXTO, 2016). O preparo desse meio alternativo teve como
base o protocolo estabelecido por Gross (1937), que desenvolveu pela primeira vez um
meio de cultura indefinido para microalgas marinhas, elaborado a partir de extrato de solo
enriquecido com nitrato e fosfato. Esses meios indefinidos preparados com extrato de
solo séo derivados de formulagdes originais publicadas nos anos 1920 a 1930 e constitui
a chamada —familia Erd-Schreiber.( LOURENCO 2006).

Os baldes foram mantidos a 25° C + 1° C em cdmara de cultivo climatizada dotada
de sistema de iluminagéo de aproximadamente 150 umols.fotons.m?.s™ com fotoperiodo
de 12 horas. Decorridos cerca de 10 dias os baldes ja apresentavam uma cultura densa,
sendo entdo transferidos para baldes maiores de 6L de capacidade contendo 0 mesmo
meio de cultura preparado com biocomposto e posteriormente para frascos mariotes de
20 litros. A otimizacdo ocorreu nas mesmas condi¢cdes de luz e temperatura acima
referidas, com aeracao fornecida por um mini compressor de membrana RESUN AOC2.
Ap6s 20 dias os cultivos ja se apresentavam bem concentrados, a notar pela intensa
coloracdo verde (Figura 10), sendo nessa fase transferidos para o fotobiorreator.

Figura 10: Cultivos otimizados de S. gracile em frascos mariotes de 20L prontos para serem transferidos
ao fotobiorreator.

1° Bal6es 250mm 1° Balc”)e's 6L 1° Mariotes 20L

Fonte: Fonte: Pina, LCC, 2018.
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5.4 PREPARO DO FOTOBIORREATOR PARA RECEBER AS MICROALGAS
INOCULADAS

Procedeu-se, inicialmente, a lavagem dos tubos de acrilico e dos containers
utilizando detergente neutro e uma lavadora de alta pressdo. Em seguida foram feitas
lavagens com agua sanitaria (&gua com baixa concentracdo de hipoclorito) deixando-a
circular entre os tubos e os containers durante dois dias com o auxilio de uma bomba
centrifuga. Depois, procedeu-se uma lavagem com &gua salina por um dia e finalmente,
lavagem com é&gua corrente. A agua usada para receber o inocula ficou em repouso por
trés dias a fim de garantir a saida do excesso de cloro. Nessa ocasido adicionou-se ao
fotobiorreator o meio de cultura preparado com extrato de biocomposto enriquecido com
nitrato e fosfato, preparado conforme procedimento de Gross (1937). Por ultimo,
procedeu-se a inoculagdo da cultura otimizada de S. gracile, numa concentracao inicial
de células da ordem de 20.000 células/ml, sendo nesse momento acionado o motor do

soprador para garantir aeracdo do cultivo.

5.5 MONITORAMENTO DO PH, DA TEMPERATURA, E DA ILUMINAQAO DOS
FOTOBIORREATORES DURANTE O DESENVOLVIMENTO DO CULTIVO.
A medicdo do pH foi feita diariamente durante todo o cultivo usando papel

tornassol. A temperatura e a iluminagdo foram monitoradas a cada 5 minutos durante todo

o cultivo, usando um Hobo data logger (https://www.hobodataloggers.com.au/) instalado
nos tubos de acrilico e no interior dos containers.

O cultivo foi monitorado usando parametros de crescimento, incluindo contagem
celular em microscopia 6tica usando camaras de Fuchs-Rozenthal e medidas de peso seco
realizados em dias alternados. Os resultados das contagens foram utilizados nos calculos
dos parametros cinéticos de crescimento, cujos valores foram obtidos a partir das
equacOes fornecidas por Lourenco (2006). Nesses célculos foram considerados a
velocidade especifica de crescimento (uMax), o tempo de geragéo (tg), considerado o
tempo necessario para duplicar o valor da concentracao celular, e o k que corresponde a
duplicacdo celular por dia de cultivo. Nas determinacfes do peso seco procedeu-se a
filtracdo de volumes conhecidos de amostras do cultivo em triplicatas em filtro de fibra
de vidro previamente secos em estufa e pesados. Os filtros com o material foram
novamente secados e pesados, sendo 0s valores de peso seco obtidos a partir da diferenca
dos pesos finais menos iniciais, expressos em mg.L* de cultivo. Todas as amostras foram

efetuadas em triplicata visando garantir seguranca estatistica.
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5.6 ATIVIDADE FOTOSSINTETICA

A eficiéncia da fotossintese no nivel fotossistema Il (QY) assim como todos os
outros transientes da fotossintese da curva OJIP foram medidos quando o cultivo atingiu
a fase exponencial, a cada hora, desde as 6h até as 18h, usando um fluorémetro AquaPen
AP100 (Photon Systems Instruments, Republica Tcheca). Antes de cada medicdo as
células foram adaptadas a 10 min no escuro para permitir a abertura de todos os centros
de reacdo do fotosistema Il (Strasser et al., 2000). Todas as medidas foram feitas em
triplicata. Os resultados foram processados usando o software FluorPen ™ (Photon

Systems Instruments, Republica Tcheca).

6 RESULTADOS
6.1 VARIACOES DOS PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DURANTE O
CULTIVO

Nos containers a temperatura do cultivo variou de 23,9 ° C a 35° C com média de
28,3 °C e desvio padrédo de 1,96 °C (N=3800 registros), sendo o maior valor registrado no
dia 06/08/2018 as 14h0min19s, e a iluminagéo variou de 0,0 (zero) a 79.911,6 lux, com
média de 10,1 lux e desvio padrdo de 20,37 (n= 14 registros), sendo o maior valor
registrado no penultimo dia do cultivo. J& nos tubos de acrilico, a temperatura variou de
41 ° C a 22,5° C com media de 27,7 °C e desvio padrdo de 3,04 °C (N=3802 registros),
sendo o valor maximo registrado no dia 31/08/2018 (2° dia de cultivo), por volta das 13
horas, e a iluminacdo variou de 0,0 (zero) a 187.379 lux com média de 3.666,6 lux e
desvio padrdo de 9.547,4 (n= 3802 registros), sendo o maior valor registrado no dia
11/08/2018 (13° dia de cultivo) por volta das 11h23min (Gltimo dia do cultivo), sendo
esse registro, no entanto, unico. Picos de iluminacdo foram registrados também no dia
10/08/2018, as 13h18min38s, com 68.889 lux (12° dia de cultivo) e no dia 08/08/2018
(10° dia de cultivo) com valores entre 93.689 lux as 14:58min38s a 126.756 lux as
14h53min38s. Todos os valores de “0,00” para intensidade luminosa sdo de registros
noturnos registrado pelo sensor (Figura 4).

Com o passar dos dias observou-se um aumento do pH do cultivo na fase
exponencial do crescimento, mantendo-se na faixa entre 8,0 e 10,8. Andlises da
assimilacdo de CO> durante o cultivo, conforme estava previsto no plano de trabalho
original, ndo foi possivel de ser realizada devido ao atraso na montagem do fotobiorreator

que inviabilizou a montagem dos sensores e do sistema de injecdo de CO..
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Gréafico 1 - Variagbes da temperatura e da iluminagdo durante o desenvolvimento do cultivo no
fotobiorreator. A: nos tubos de acrilico; B: nos containers.
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6.2 DESENVOLVIMENTO DE S. GRACILE DURANTE O CULTIVO E
PARAMETROS CINETICOS DE CRESCIMENTO.

O desenvolvimento de Selenastrum gracile no fotobiorreator pode ser visualizado
na figura 5. Claramente se observa um crescimento muito rapido dessa espécie nas
condicdes de cultivo em curso, a notar pela mudanca de coloracdo nos tubos de acrilico,

que se mostravam verde-claro no segundo dia apds a inoculagdo e passaram
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progressivamente a um verde escuro bem forte no sexto dia de cultivo, jA na fase
exponencial.

O cultivo durou 14 dias e entrou em fase exponencial no segundo dia,
permanecendo nessa fase até o 8° dia, aproximadamente. O indculo inicial tinha em torno
de 20.000 células.mL? e ao final do experimento, na fase estacionaria, chegou a
5.493.300 células.mL™. Esse valor é considerado como o rendimento maximo do cultivo
em termo de densidade celular. O peso da biomassa seca no decorrer do cultivo
apresentou uma correlagdo linear com a densidade celular de 0,946 (Grafico 2), indicando
que tanto um quanto o outro podem ser utilizados para avaliar o desenvolvimento do
cultivo no fotobiorreator. Ao final do cultivo a biomassa seca chegou a cerca de 20 mg.L

1 sendo esse o rendimento final em biomassa.

Figura 11 — VariacGes na intensidade do cultivo de S.

i

gracile no fotobiorreator em 6 dias de cultivo

20 dia ) 4° dia 6° dia
Fonte: O Fonte: Pina, LCC, 2018.

Grafico 2 — Dados de peso seco x densidade celular para S. gracile cultivada no fotobiorreator em meio
alternativo constituido a partir de bicomposto hortifrutis.
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Os parametros cinéticos de crescimento de S. gracile na condigdo de cultivo do
fotobiorreator forneceram valores variando de 0,05 a 1,27 — ou de 0,33 a 0,54 na fase
exponencial — para a taxa de crescimento especifico (uMax), de 0,55 a 13,32 — ou de
1,28 a 2,1 na fase exponencial — para o tempo de geracdo (Tg), e de 0,07 a 1,81 — ou
de 0,47 e 0,78 na fase exponencial — para o k (Gréfico 3).

Grafico 3- Parametros cinéticos de crescimento durante o cultivo de S. gracile no fotobiorreator: pMax = ;
Tg=ek=.
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6.3 ATIVIDADE FOTOSSINTETICA DE S.GRACILE DURANTE O CULTIVO

O rendimento fotoquimico maximo do Fotossistema 11 (QY=FV/FM)
determinados ao longo de um periodo de 12 horas na fase exponencial de crescimento de
S. gracile cultivada no fotobiorreator evidenciou uma excelente eficiéncia fotossintética,
com valores de Fv/Fm superior a 0,79. A reducao observada nessa relacéo as 14 horas é
decorrente de fotoinibicdo da fotossintese devido ao pico de radiacéo solar observado as
13 horas (Figura 7). Os maiores valores da atividade fotossintética foram registrados
quando a temperatura era mais baixa, especialmente no periodo da manha. O aumento da
temperatura dos cilindros do fotobiorreator entre 13 e 16 horas resulta em diminuicdo da

eficiéncia fotossintética do fotossistema Il nesse periodo (Figura 8).
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Gréfico 4 — Eficiéncia fotossintética de S. gracile (em azul) x intensidade luminosa (em vermelho) em
cultivo realizado no fotobiorreator em meio alternativo de baixo custo.
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Grafico 5 - Eficiéncia fotossintética de S. gracile (em azul) x temperatura em cultivo (em vermelho)
realizado no fotobiorreator em meio alternativo de baixo custo
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A medicao in vivo dos transientes de fluorescéncia da clorofila a, realizada com o
intuito de avaliar o desempenho fotossintético de S. gracile na fase exponencial de cultivo
no fotobiorreator, ao longo do dia, permitiu observar a dindmica do transporte dos elétrons
através dos transientes de fluorescéncia OJIP (Figura 9), evidenciando 0 mesmo padrédo
em todos os horarios medidos, com menor amplitude de Fm nos horarios de maior

intensidade luminosa, particularmente entre as 13h e as 15 h.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.4, p. 37734-37777 apr 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

37766

Grafico 6 — VariagBes nos transientes da fluorescéncia OJIP observadas ao longo do dia no cultivo de S.
gracile em fotobiorreator, em meio alternativo de baixo custo.
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7 DISCUSSAO GERAL

Os dados obtidos nesta pesquisa indicam excelentes respostas de crescimento e
producdo de biomassa de S. gracile no fotobiorreator com o meio alternativo utilizado,
elaborado a partir de extrato de biocomposto, sugerindo que esse tipo de meio
seguramente pode ser utilizado para obtencdo de biomassa de microalgas em mdaltiplas
aplicacBes. Reconhecidamente, além do biocomposto hortifrutis outros residuos
agroindustriais e humano tem sido testado com (BOHUTSKY], 2015; CALIXTO, 2016),
efluente , efluentes de producdo de celulose (OLSSOC, 2014), residuos de producédo de
cerveja (FAROOQ et al., 2013), residuos de processamento do Oleo de palma (LEE,
2004), etc., alguns com excelente resultado, com valores de biomassa produzida acima
dos meios controle. O resultado obtido com S. gracile no fotobiorreator evidencia
claramente ser possivel utilizar esses tipos de meio de baixo custo para obter biomassa
para inimeras aplicacdes, favorecendo, a0 mesmo tempo a minimizacdo dos impactos
ambientais decorrentes do descarte inadequado de alguns desses residuos no ambiente.

Selenastrum gracile apresentou excelente desenvolvimento durante o cultivo
conforme demonstraram 0s parametros cinéticos de crescimento. A relacdo direta
observada entre as medidas de peso seco e as contagens celulares, durante o
desenvolvimento do cultivo, evidencia que as duas técnicas de monitoramento do cultivo
no fotobiorreator podem ser adotadas com a mesma eficidcia, muito embora a

determinacdo do peso seco seja menos laboriosa. O rendimento maximo celular chegou
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a 5.493.300 células.mL™? e a biomassa seca a 19,69 mg.L, indicando um desempenho

considerdvel. Considerando o volume total do cultivos, a biomassa cultivada chegou a
430 g. Esse valor se refere a uma area de cerca de 4,5 m2 que é a &rea ocupada pela planta
do fotobiorreator. Realizando-se colheita da biomassa 10 vezes por més, o que é
perfeitamente possivel, resultaria em 120 colheitas anuais. Projetando-se este valor para
uma éarea de 1 hectare resultaria num rendimento de cerca de 116,8 tons.ha-1.ano™ de
biomassa seca, valor este que é cerca de 36 vezes maior do que a produtividade média da
soja que é de 3,176 tons/ha/ano (PIGNATI et al., 2017).

As medidas de fotossintese efetuadas com o mini PAM baseiam-se no fato de que
fluorescéncia da clorofila in vivo tem sua origem preponderantemente no fotossintema 11
(PSII) e toda vez que uma amostra € adaptada a condi¢des de escuro todos os centros de
reacdo do PSII se abrem, de modo que o rendimento da fluorescéncia serd minimo (Fo)
(SCHREIBER et al. 1986). Apos aplicagdo de um pulso de luz saturante os centros de
reacdo do PSII se fecham resultando em aumento da fotossintese. A diferenga nos valores
de Fo e Fm é denominada de fluorescéncia variavel (Fv) e atraves dela é possivel
determinar-se a eficiéncia maxima da luz pelo fotossintema Il (Fv/Fm).

A medida de OJIP, por sua vez, esta associada ao fato de que ap6s um periodo de
adaptacéo no escuro, a maioria das moléculas QA se acha no estado oxidado (Fo), ocasido
em que quase todas as unidades PSII ativas estdo —abertas. Durante a iluminacao essas
unidades sdo gradualmente reduzidas até o nivel P ser alcancado, onde Fm ¢ atingida
quando todas as unidades PSII ativas estdo —fechadasl (DUYSENS; SWEERS, 1963).
Desse modo, as inflexdes da curva de inducdo da fluorescéncia da clorofila refletem
mudancas na taxa de reducdo liquida da molécula de plastoquinona A (QA), que
dependem da cinética das reacGes redox entre 0s varios componentes do transporte
fotossintético de elétrons durante a fotossintese. 1sso permite com que o transiente OJIP
possa ser utilizado como um monitor rapido dos lados do doador de elétrons e do receptor
de elétrons nesses processos, segundo Strasser (2004). Na curva OJIP, apresentada numa
escala logaritmica (STRASSER, 1991; STRASSER, 1992; BANNISTER, 1968),
observa-se que as fases O-J, J-1 e I-P da onda OJIP (até centenas de milissegundos) tem
diferentes cinéticas, estando associadas ao entendimento de que o rendimento de
fluorescéncia € controlado por um receptor de elétrons do PSII que também atua como
um supressor —QI de fluorescéncia (AMESZ et al., 1978). Desse modo, evidencia-se que

tanto a analise dos transientes da fotossintese durante a curva OJIP quanto as medidas de
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Fo/Fm séo muito eficazes para acompanhar o estado fisiologico das microalgas cultivadas
em fotobiorreatores como observado no presente estudo com Selenastrum gracile, e 0s
efeitos das taxas de iluminagdo na resposta fotossintética das células cultivadas.

No presente caso, S. gracile apresentou-se em excelentes condi¢des fisioldgicas
durante todo o cultivo, a notar pelos elevados valores da eficiéncia fotossintética e das
rapidas mudancas no gradiente OJIP ao longo do dia, dependentes da luz.

Alguns autores tém observado valores da eficiéncia fotossintética em culturas de
diatomaceas da ordem de 0,83 para Achnanthes longipes, 0,71 para Amphora hybrida,
0,69 para Navicula mutica, entre 0,58 a 0,60 para A. coffeaeformis e 0,7 para
Cylindrotheca closterium (RIJSTENBIL, 2003, FORSTER; MARTIN-JEZEQUEL,
2005) em experimentos laboratoriais. Em diatoméaceas considera-se que valores de Fv/Fm
proximos de 0,7 sugerem que as células se encontram em condigdes fisiologicas o0timas
RIJSTENBIL, (2003). No presente caso a eficiéncia da fotossintese esteve acima de 0,79
na maioria das vezes, exceto em uma condicdo de iluminagdo extrema quando se
observou fotoinibicdo. Valores de Fv/Fm (acima de 0,70) também foram observados por
CHEN et al. (2011) em cultura de Haematoccocus pluvialis (cloroficea).

A reducéo de Fv/Fm observada por ocasido do pico de radiagéo solar as 13 horas
estd associado a uma reacdo de fotoinibicdo consequente ao desenvolvimento de
mecanismos fotoprotetores associados aos pigmentos acessorios presentes na microalga
estudada, induzindo, desse modo, 0 mecanismo de amortecimento ndo-fotoquimico
mediante dissipacdo térmica. A rapida recuperacdo do rendimento quéantico efetivo do
PSII indica que a resposta de S. gracile sob elevadas intensidades luminosas certamente
estd associada a atividade do PSII visando com isso garantir que ndo ocorram danos
fotossintéticos que possam reduzir a fotossintese por longos periodos ( HENLEY et al.
1992, OSMOND; GRACE, 1995; JONES; HOEGH-GULDBERG, 2001). Evidencia-se,
desse modo, que a rapida recuperacdo de Fv/Fm esta associada ao rapido mecanismo
reversivel fotoprotetor de dissipacao de energia (Qe) que relaxa em poucos minutos e esta
associado ao gradiente transtilacoidal de pH (QUICK; HORTON 1984, MULLER et al.,
2001).

8 CONCLUSAO FINAL
O cultivo da microalga Selenastrum gracile no fotobiorreator apresentou
excelente desempenho, com fase exponencial de 8 dias e tempo de cultivo de 14 dias.

Uma excelente relacdo foi observada entre a concentragéo celular e o peso seco da
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biomassa algal , evidenciando que qualquer um desses parametros pode ser utilizado para
monitorar as respostas de crescimento da espécie cultivada. O meio de cultura alternativo
utilizado, preparado a partir de extrato de biocomposto hortifrdtis, mostrou-se muito
eficaz para o cultivo em massa dessa espécie, demonstrando ser possivel desenvolver
cultivos em massa com meios alternativos de baixo custo. A espécie cultivada apresentou
excelentes condigdes fisioldgicas durante todo o cultivo, evidenciadas pela elevada
eficiéncia fotossintética ao longo do dia. Fotoinibicdo da fotossintese foi registrada por
volta das 13 horas quando ocorreu um pico extremamente elevado na taxa de iluminacao,
resultando numa diminuicdo da eficiéncia fotossintética. Evidenciou-se, também, que
temperaturas mais elevadas, observadas a partir desse horario e até por volta das 15 horas,

também reduzem a fotossintese.

9 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Variar parametros de cultivo como temperatura, sombreamento e disponibilidade de
nutrientes (testar efluentes), visando uma situacdo de estresse para que a microalga
acumule mais lipideos.

e Testar com outras espécies de microalgas de agua doce e salina.

e Fazer andlise de carboidrato, lipideos, acidos graxos, antioxidantes das biomassas, a
fim de agregar maior valor econémico.

e Trabalhar a eficiéncia energeética a fim de minimizar os custos com o consumo da

energia e torna-lo ainda mais sustentavel.
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